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A hanseníase é um problema de saúde pública no Brasil. O M. leprae, agente 
causador da doença, é um bacilo intracelular obrigatório de macrófagos e células de 
Schwann. O CRIg é um receptor de complemento mediador da fagocitose que é 
expresso em macrófagos e codificado pelo gene VSIG4 (V-set and Ig domain-
containing protein 4), localizado em Xq12.  Postula-se que o CRIg, possa exercer um  
papel na fagocitose do bacilo, similarmente ao observado com outros receptores de  
complemento. Além disso, pacientes com hanseníase parecem ser mais suscetíveis 
a coinfecção pelo HBV. Neste trabalho, investigamos uma possível associação entre 
a suscetibilidade à hanseníase e à coinfecção hanseníase – hepatite B  e haplótipos 
formados por seis polimorfismos de VSIG4, os quais podem modular a expressão 
gênica e regulação do processamento do pré-mRNA: -1431 e -685 na região 
promotora; +6069 no intron 01; +6432 no exon 02 – responsável pela substituição de 
aminoácido R108W; +10234 e +10899 no intron 03. Foram genotipados através da 
PCR sequência específica, 191 pacientes com hanseníase da Região Sul (Curitiba-
PR), pareados com 177 controles. Os três haplótipos mais frequentes *2B2 
(TGACTA), *1 (TCGCCG) e *2B (TGGCCG) foram associados com hanseníase, 
especificamente os polimorfismos localizados nos introns 1 e 3: ATA, associado com 
proteção (OR=0,52 [IC95%=0,28-0,96], P=0,038), e GCG, com uma tendência a 
suscetibilidade à hanseníase per se (OR=2,52 [IC95%=0,95-6,62], P=0,061), 
independentemente do efeito protetor de outro gene, FCN2*AGA. Os haplótipos 
*2B2 (TGACTA) (OR=0,4 [IC95%=0,2-0,81], P=0,011) e *2B (TGGCCG) e/ou *1 
(TCGCCG) (OR=14,2 [IC95%=3,70-54,41], P<0,001), foram associados com 
proteção e suscetibilidade à coinfecção hanseníase e HBV, respectivamente. As 
mesmas associações com hanseníase em Curitiba foram identificadas em pacientes 
(N=170) e controles (N=121) de Sinop-MT, apesar de diferenças genéticas entre as 
populações. Em Sinop, o haplótipo ATA, nos introns 1 e 3, foi associado com 
proteção à hanseníase per se (OR=0,47 [IC95% =0,26-0,85], P=0,012), e GCG, com 
uma tendência de associação a suscetibilidade (OR=1,6 [IC95%=0,98-2,61], 
P=0,060). Por meio da análise in silico, há indícios que as substituições T>C e A>G 
no intron 3  destruam um sítio de silenciamento de processamento do exon 3, 
causando a sua remoção e ausência do domínio IgC2 da proteína CRIg madura, 
isoforma VSIG4-003. Concluindo, os resultados levam-nos a sugerir que o gene 
VSIG4 influencia a suscetibilidade à hanseníase e coinfecção com hepatite B. 
Estudos complementares dos polimorfismos deste gene e seus produtos gênicos 
são necessários para validar o papel do gene VSIG4 e da proteína CRIg na infecção 
pelo M. leprae e coinfecção com o vírus da hepatite B.  
 




Leprosy is a public health problem in Brazil. The ethiologic agent, M. leprae, is an 
obligate intracellular pathogen of macrophage and Schwann cells. CRIg, encoded by 
the VSIG4 gene (V-set and Ig domain-containing protein 4) on Xq12, is a 
complement receptor that mediates phagocytosis. CRIg is expressed in 
macrophages, target cells of M. leprae which suggests a role, similarly as observed 
for other complement receptors, in the bacillus phagocytosis. Moreover patients with 
leprosy seem to be more susceptible to HBV co-infection. In this work, we 
investigated possible associations between leprosy and the co-infection 
leprosy/hepatitis B and polymorphism of VSIG4 gene. Haplotypes formed by pre-
mRNA processing regulators -1431 and -685 at the promoting region, +6432 
responsible for amino acid substitution R108W in exon 02 – and +10234 and +10899 
at intron 03 were evaluated. Using PCR-SSP, were genotyped 191 leprosy patients 
paired with 177 controls from Curitiba, Southern Brazil. The three most common 
haplotypes *2B2 (TGACTA), *1 (TCGCCG) and *2B (TGGCCG) were associated with 
leprosy, specifically polymorphisms at intron 1 and 3, ATA were associated with 
protection to leprosy per se (OR=0,52 [IC95%=0,28-0,96], P=0,038), and GCG, 
showed a tendency of association with susceptibility (OR=2,52 [IC95%=0,95-6,62], 
P=0,061), regardless the FCN2*AGA protector effect. VSIG4 haplotypes 
encompassing promoter, intron 1, exon 2 and intron 3 variations *2B2 (TGACTA) 
(OR=0,4 [IC95%=0,2-0,81], P=0,011)  and *2B (TGGCCG)/*1 (TCGCCG) (OR=14,2 
[IC95%=3,70-54,41], P<0,001), were related to protection and susceptibility to 
leprosy and HBV co-infection, respectively. Associations related to leprosy  in 
Curitiba were also seen in leprosy patients (n=170) and controls (121) from  Sinop, 
Central-East Brazil, In Sinop, the VSIG4 haplotype ATA at intron 1 and 3 was 
associated with protection to leprosy per se (OR=0,47 [IC95% =0,26-0,85], P=0,012) 
and GCG showed  a tendency to susceptibility (OR=1,6 [IC95%=0,98-2,61], 
P=0,060). In silico analysis suggests that substitutions T>C and A>G at intron 3 
broke an exonic splicing silencer site, causing exon 3 removal and absence of 
domain for IgC2 mature protein. In conclusion, results suggest that polymorphisms in 
VSIG4 gene modulate leprosy development and co-infection with HBV. Further 
studies enrolling other VSIG4 polymorphisms as well as it´s genic products may help 
to elucidate the role of this gene and CRIg proteins in leprosy and HBV co-infection.  
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A hanseníase é uma doença milenar e mesmo após a descoberta da cura 
com a poliquimioterapia, continua presente nos países em desenvolvimento, 
causando graves problemas psicológicos, físicos e financeiros aos pacientes e 
familiares pelo seu poder incapacitante e pelo estigma da doença (BARBIERI; 
MARQUES, 2009). 
O Brasil, com aproximadamente 31 mil casos novos registrados em 2013 é o 
segundo país do mundo em número de casos de hanseníase, ficando atrás apenas 
da Índia (127 mil novos casos), que tem uma população seis vezes maior (OMS, 
2014).  
A infecção pelo Mycobacterium leprae, bacilo intracelular causador da 
hanseníase, é transmitida principalmente pelas vias aéreas superiores. A grande 
maioria dos indivíduos infectados (cerca de 98-99%) é naturalmente resistente e não 
desenvolve a doença, o que indica forte relação com a resposta imunológica dos 
indivíduos (MIRA, 2006). 
Entre os indivíduos que desenvolvem a doença são observadas duas formas 
polares distintas, a tuberculoide com uma resposta imune celular eficiente e baixo 
título de anticorpos (Th1), e a virchowiana com fraca resposta celular, alto título de 
anticorpos (Th2) e acentuada proliferação das micobactérias dentro dos macrófagos. 
Na forma virchowiana a ativação persistente e inadequada dos macrófagos resulta 
em lesões destrutivas na pele e tecidos subjacentes (MISCH et al, 2010).  
A hanseníase é influenciada por fatores genéticos e várias associações de 
suscetibilidade e proteção foram relatadas na literatura (PREVEDELLO; MIRA, 
2007). Dentre os genes associados com a doença estão: os genes HLA, 
PARK/PACRG e IL-10 e os genes que codificam proteínas do sistema complemento 
FCN, MASP e MBL (BOLDT et al., 2013a, 2013b; MALHOTRA et al., 2005; 
MESSIAS-REASON et al., 2007, 2009; MIRA et al., 2004; SAUER et al., 2015; 
ZHANG et al., 2009). 
O M. leprae necessita de células viáveis para se estabelecer no hospedeiro. 
Os receptores de complemento CR1, CR3 e CR4 estão associados com a fagocitose 
do bacilo pelos macrófagos (SCHLESINGER; HORWITZ,1990) . Recentemente, foi 
descrito um novo receptor de complemento da superfamília das imunoglobulinas 
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(CRIg) codificado pelo gene V-set and Ig domain containing protein 4 (VSIG4).  A 
proteína CRIg reconhece os fragmentos C3b, iC3b e C3c do complemento e está 
presente em altas concentrações nos macrófagos teciduais (WIESMANN et al., 
2006; HE et al., 2006), célula alvo do M. leprae, sugerindo um possível papel na 
fagocitose do bacilo. Já foram descritas três variantes de VSIG4: VSIG4-001 e 
VSIG4-201, que codificam o CRIg com os domínios IgC2 e IgV; e a isoforma 
principal VSIG4-003, mais curta, que não expressa o domínio IgC2. A função de 
domínio IgV é de reconhecer patógenos opsonizados com C3b, enquanto que a 
função de IgC2 ainda não é conhecida (HELMY et al., 2006; WIESMANN et al.,2006; 
HE et al., 2008).  
Pacientes com hanseníase são mais suscetíveis a coinfecções, 
especialmente a coinfecção pelo vírus da hepatite B (HBV) (revisto por LEITÃO et 
al., 2014). A diminuição da expressão de CRIg favorece a ação antiviral dos 
linfócitos T (via interferon  ) contra o HBV (GUO et al., 2010). Por isso, estudos 
deveriam ser conduzidos para elucidar uma possível associação do VSIG4 com 
coinfecção hanseníase e hepatite B. 
A história natural da hanseníase ainda é pouco compreendida e continua 
sendo um grande desafio. Um fator limitante para os avanços são as características 
do bacilo, que não se multiplica em meios de cultura in vitro. Diante deste contexto, 
estudos envolvendo fatores genéticos podem facilitar o desenvolvimento de medidas 
preventivas e estratégias terapêuticas da doença. No banco de dados do Genbank 
já foram descritos polimorfismos na região não codificadora e na região estrutural do 
gene VSIG4. Entretanto, estudos de polimorfismos no gene VSIG4 e associação 
com doenças não foram publicados até o presente momento, justificando a 
















1.1.1 Objetivo geral 
 
 
Verificar se existe associação entre os genótipos e haplótipos dos 
polimorfimos analisados do gene VSIG4 e a hanseníase per se, assim como no 
desenvolvimento de subtipos de hanseníase e à coinfecção hanseníase – HBV em 
duas populações distintas (Curitiba-PR e Sinop-MT). 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
 
• Desenvolver técnicas de tipagens por PCR-SSP de polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNP) selecionados na região promotora, intron 1, exon 2 e 
intron 3 do gene VSIG4; 
• Comparar a distribuição dos SNPs em grupos de pacientes e controles com 
populações investigadas pelo projeto 1000 Genomes;  
• Estimar a frequência dos haplótipos compostos pelos SNPs investigados nas 
duas populações;  
• Avaliar se polimorfismos e haplótipos de VSIG4 estão associados com 
suscetibilidade à hanseníase e coinfecção com hepatite B e, se essas 
associações persistem após correção com outros polimorfismos previamente 
relacionados à doença em Curitiba-PR;   
• Verificar se associações observadas em Curitiba-PR são replicadas na 







2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1 HISTÓRICO DA HANSENÍASE 
 
 
Desde o século 6 a.C. existem referências à hanseníase e acredita-se que a 
doença tenha surgido no Oriente, com referências da doença na Índia, na China e 
no Egito. A disseminação ocorreu provavelmente através de tribos nômades ou por 
navegadores fenícios (BRASIL, 1989).  
Também vulgarmente conhecida como lepra ou mal de Lázaro, antigamente 
era associada ao pecado, à impureza, à desonra. Quando não eram enviados para 
leprosários ou lazaretos, local destinado a abrigar os doentes de Lázaro, e excluídos 
da sociedade, os doentes não podiam entrar em igrejas, tinham que usar luvas e 
roupas especiais, carregar sinetas ou matracas que anunciassem sua presença 
(BRASIL, 1989). 
Segundo a Lei de Strasbourg, no final do século XV, um paciente com 
suspeita da doença deveria ser examinado por quatro pessoas: um médico, um 
cirurgião e dois barbeiros. O diagnóstico era realizado com uma pequena amostra 
de sangue a qual era depositada em um recipiente com sal. Se o sangue se 
decompusesse, o paciente era são, caso contrário, era considerado doente. Outra 
técnica consistia em misturar a água com o sangue. Se a mistura dos dois líquidos 
fosse impossível, tratava-se do sangue de um hanseniano. Quando se juntavam 
gotas de sangue ao vinagre, se não houvesse formação de bolhas, igualmente era 
firmado o diagnóstico de hanseníase (OPROMOLLA, 1981 apud EIDT, 2004). 
A bactéria Mycobacterium leprae foi identificada somente em 1873, pelo 
norueguês Armauer Hansen, porém, o preconceito persistiu, e a exclusão social dos 
acometidos foi até mesmo reforçada pela teoria de que o confinamento dos doentes 
era o caminho para a extinção do mal (BRASIL, 1989). 
Os primeiros casos da doença no Brasil foram notificados em 1600, na 
cidade do Rio de Janeiro e, anos mais tarde, seria criado o primeiro lazareto ou 
leprosário. Os doentes eram obrigados a se isolar em leprosários e tinham seus 
pertences queimados (YAMANOUCHI et al, 1993; BRASIL, 1989). No quadro 1, 
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estão listados alguns dos leprosários do Brasil e suas respectivas datas de 
inauguração. 
ESTADO/TERRITÓRIO INSTITUIÇÃO ANO INAUGURAÇÃO 
Acre 
Lazareto Souza-Araújo 
Cruzeiro do Sul 
1930 
Amazonas 
Asilo de leprosos de Umirisal 
Leprosário do Paredão do Rio Verde 





Hospital de Lázaros 
Hospital Frei Gil Vila Nova 
Colônia Marituba 






Hospital de Lázaros 





Ceará Colônia Antônio Diogo 
1928 
1941 
Rio Grande do Norte Colônia São Francisco de Assis 1929 
Paraíba Colônia Getúlio Vargas 1941 
Pernambuco 
Hospital dos Lázaros 





Sergipe Colônia Lourenço Magalhães 1945 
Bahia 
Hospital de São Cristovão dos Lázaros 
Colônia de Águas Claras 
1787/1945 
1949 




De Nossa Senhora das Dores 
Colônia Santa Isabel 
Colônia Santa Fé 
Colônia São Francisco de Assis 
Sanatório Roça Grande 







Rio de Janeiro 
Colônia Itanhega 
Hospital dos Lázaros 




Distrito Federal Colônia Curupaiti 1928 
São Paulo 
Colônia Aimorés 
Asylo de Morphéticos 
Hospital de Lazaros 
Hospital de Morphéticos  
Asylo de Morphéticos 
Asylo São Lazaro 









Lazareto São Roque 
Colônia São Roque 
1926 
1926 
Santa Catarina Colônia Santa Tereza 1940 
Rio Grande do Sul 
Colônia Itapoã 
Hospital de Emergência para leprosos 
1940 
1937 
Mato Grosso Hospital São João dos Lázaros 1816 
Goiás 
Colônia Santa Marta 
Leprosário Helena Bernard 
1943 
1929 
QUADRO 1 - LEPROSÁRIOS NO BRASIL 




Dentre esses, os leprosários paulistas, o lazareto São Roque e o asilo de 
Manaus formaram o primeiro grupo de espaços específicos para leprosos 
construídos na Primeira República. No Paraná, destaca-se o leprosário São Roque, 
inaugurado em 1926, trazia a promessa de resolver o problema dessa doença no 
estado. A matéria publicada no jornal Gazeta do Povo de 21 de outubro de 1926 
(apud CASTRO, 2005) mostrava essa grande expectativa: 
 
“O PROBLEMA DA LEPRA RESOLVIDO NO PARANÁ  
A inauguração do Leprosário São Roque – cerca de 1500 pessoas assistiram o 
acto.  
Inaugurou-se hontem, conforme fora previamente anunciado, o 
modelar estabelecimento que é o Leprosario São Roque, mandado construir 
pelo Dr. Munhoz da Rocha, benemérito presidente do Estado.  
Edificado na villa de Deodoro, o Leprosario São Roque é um 
estabelecimento modelar sob todos os pontos, de extraordinarias proporções 
dispondo de todos os requisitos indispensaveis para bem corresponder aos 
seus uteis fins.  
Dispõe de capacidade para abrigar 300 enfermos, com instalações 
adequadas para os doentes e bem assim de casas de morada para as famílias 
dos mesmos. As suas dependencias, que são em grande numero, acham-se 
dispostas de accordo com o inteligente plano traçado para a construção do util 
estabelecimento que tão dignifica o Paraná, não somente porque o nosso 
Estado vem de patentear o seu dever de oppor barreiras a um dos mais 
hediondos males que desimam a humanidade, como tambem o de demonstrar 
a outros Estados da Republica, que é o primeiro a lançar as bases de um 
grande monumento erguido para o bem do povo, para o progresso da 
civilização e de conformidade com os mais recentes preceitos da sciencia 
moderna.  
(...)  
A cerimonia do acto inaugural revestiu-se de excepcional 
solemnidade, com a presença do Sr. Presidente do Estado, de d. João Braga, 
Arcebispo de Curityba, Coronel Alcides Munhoz, Secretario Geral d’Estado, 
Desembargador Albuquerque Maranhão, Chefe da Policia, cônsules, demais 
autoridades civis e militares, representantes da imprensa e convidados.  
Conduzindo-os seguiram desta capital dois trens, levando cada um 
delles doze carros, com os convidados do Sr. Presidente do Estado, em numero 
de 1500 pessoas mais ou menos.  
(...)”. 
 
O leprosário São Roque foi idealizado como uma colônia, traduzindo o 
pensamento científico mais moderno existente até então. Toda essa estrutura visava 
a independência da cidade e os funcionários e médicos dispunham de moradia 
(CASTRO, 2005) (Figura 1). 
Entretanto, essas instituições tornaram-se locais de segregação de doentes 
e contribuíram ainda mais para o aumento do estigma que cerca a doença e 






























FIGURA 1 - IMAGENS DO LEPROSÁRIO SÃO ROQUE EM 1926 
NOTA: (A) Missa de Inauguração; (B) Vista da colônia; (C) Consultório; (D) Laboratório; (E) Sala de 
parto; (F) Refeitório coletivo; (G) Dormitório coletivo, (H) Vista da colônia. 
FONTE: Acervo fotográfico do Hospital São Roque. 
 
Em 1995, foi sancionada a lei nº 9.010, que proibiu o uso da denominação 
lepra e seus derivados nos documentos oficiais da administração brasileira, em uma 










A hanseníase é uma doença infecciosa crônica causada pela bactéria M. 
leprae que afeta primariamente a pele e o sistema nervoso periférico 
(PREVEDELLO; MIRA, 2007). Essa enfermidade afeta a humanidade há milênios e 
mesmo não sendo uma doença altamente transmissível e que apresenta um 
tratamento quimioterápico eficiente há pelo menos 60 anos, continua afetando de 
forma expressiva populações de países em desenvolvimento da Ásia, África, 
América Latina e do Pacífico (MISCH et al., 2010).  
A hanseníase está intrinsecamente associada com pobreza e residência 
rural e mais de 80% dos casos ocorrem na Índia, China, Miamar, Indonésia, Brasil, 
Nigéria, Madagascar e Nepal. Em 2013, foram reportados aproximadamente 
216.000 novos casos de hanseníase, predominantemente na Índia (126.913), Brasil 
(31.044) e Indonésia (16.856) (OMS, 2014).  
Entre os anos de 2006 a 2013 houve uma diminuição progressiva nos casos 
novos de hanseníase nas Américas, de 47.612 em 2006 para 33.084 casos em 2013 
(redução de 30,5%). Destes, o maior número de casos ocorreram no Brasil (31.044), 
representando 93,9% do total nas Américas. Assim, a hanseníase continua sendo 
um problema para a saúde pública do país, com prevalência de 1,42 casos por 
10.000 habitantes (hab) em 2013 (OMS, 2014). Cabe ressaltar que a Organização 
Mundial de Saúde utiliza o padrão de menos de um caso por 10.000 habitantes para 
que a hanseníase não represente um problema de saúde pública para o país. 
Em 2014, dados preliminares do Ministério da Saúde do Brasil indicam que uma 
incidência de 12,14 por 100 mil hab. Embora a doença apresente tendência de se 
estabilizar no país, ainda apresenta índices muito altos nas regiões Norte, Centro-
Oeste e Nordeste. A maior prevalência foi observada no Estado do Mato Grosso 
(9,03 casos/10.000 hab), enquanto que a menor foi observada no Estado do Rio 
Grande do Sul (0,13 casos/10.000 hab). Nove unidades da federação estão com 
prevalência menor que 1/10.000 hab (Figura 2) (BRASIL; 2014). Segundo a 
Secretaria de Saúde do Paraná, o estado está próximo de eliminar a hanseníase 
como problema de saúde pública. O estado teve um decréscimo significativo na 
prevalência da hanseníase, de 2,1 casos por 10.000 hab em 2004, para 0,9 casos 

















FIGURA 2 - COEFICIENTE DE PREVALÊNCIA POR UF 
LEGENDA: UF = unidade da federação; hab. = habitantes 















FIGURA 3 – SÉRIE HISTÓRICA DO COEFICIENTE DE PREVALÊNCIA DA HANSENÍASE NO 
ESTADO DO PARANÁ 
LEGENDA: Coeficiente = número de casos/10.000 habitantes. 
FONTE: Secretaria de Estado da Saúde do Paraná/SVS/CEPI/DVVTR/CEPCH/SINANNET Acesso 
em: 22/05/2014.  
 
A hanseníase pode acometer todas as faixas etárias, sendo, no entanto mais 





países endêmicos, sendo que 20% dos novos casos na Índia ocorrem em menores 
de 15 anos. No Brasil esse índice é de cerca de 6% (JAIN et al., 2002; 
BRASIL,2014).  
Em relação à distribuição por sexo, homens têm um risco duas vezes maior 
(IC95%=1,2-4,1) de desenvolver hanseníase em relação às mulheres (BAKKER et 
al., 2006; PETER; ESHIET, 2002). No Brasil, há uma tendência maior de 
acometimento dos homens, com aproximadamente 57% dos casos de hanseníase 
(BRASIL, 2014).   
Longe de ser erradicada, pesquisas científicas envolvendo estudos de 
associação, como propostos neste estudo, podem contribuir para a terapêutica e 
profilaxia da hanseníase. Novas descobertas certamente poderão causar impacto na 
saúde pública e social do nosso país. 
 
 
2.3 AGENTE ETIOLÓGICO E TRANSMISSÃO DA HANSENÍASE 
 
 
O Mycobacterium leprae, agente causador da hanseníase, é um bacilo 
álcool-ácido resistente, não cultivável em laboratório e de multiplicação lenta (11 - 16 
dias). É um micro-organismo intracelular obrigatório, com capacidade de infectar 
principalmente macrófagos e células de Schwann do sistema nervoso periférico 
(BRASIL, 2002; MISCH et al., 2010).  
O M. leprae apresenta alta infectividade (capaz de infectar grande número 
de pessoas) e baixa patogenicidade (poucos adoecem), com período de incubação 
prolongado, estimado de 2 a 7 anos (BRASIL, 2002). Acredita-se que a principal via 
de transmissão da hanseníase seja através da eliminação de gotículas nasais de 
pessoa para pessoa. As vias aéreas superiores (mucosa nasal e orofaringe) são a 
principal via de eliminação e infecção, podendo também ser transmitido por contato 
direto entre a lesão do indivíduo doente e a pele de indivíduos sadios que não esteja 
íntegra (SCHOREY et al., 1995; SOUZA, 1997; GELBER, 2008).   
Os pacientes multibacilares, que apresentam mais de cinco lesões de pele 
e/ou nervos periféricos acometidos, podem transmitir o M. leprae antes de iniciar o 
tratamento com poliquimioterápicos e, portanto, o contato próximo com esses 
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indivíduos constitui um risco aumentado de desenvolvimento da doença (JOB et al., 
2008; RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011). 
 
 
2.4 ASPECTOS CLÍNICOS E IMUNOLÓGICOS DA HANSENÍASE 
 
 
2.4.1 Classificação da hanseníase  
 
 
A hanseníase sintomática apresenta duas formas clínicas polares, a 
tuberculoide (leve a moderada) e a virchowiana (grave). Entre as formas clínicas 
tuberculoide e virchowiana, podem ser observadas formas clínicas intermediárias 
denominadas tuberculoide limítrofe (boderline ou dimorfa) e virchowiana limítrofe 
(boderline ou dimorfa), como também a forma indeterminada (RIDLEY; JOPLING, 
1966) (Quadro 2). A hanseníase tuberculoide (HT) acomete indivíduos resistentes ao 
M. leprae, sendo uma forma mais benigna e localizada, embora os danos teciduais e 
neurológicos sejam frequentes. No lado oposto, indivíduos com alta suscetibilidade à 
infecção apresentam a hanseníase virchowiana (HV), com numerosas lesões de 
pele e crescimento descontrolado dos bacilos, resultando em grande quantidade de 
M. leprae viáveis nas lesões da pele (Figura 4). Pacientes com as formas clínicas 
tuberculoide e indeterminada, podem evoluir para cura espontânea, porém isso não 
ocorre em pacientes virchowianos (MISCH et al, 2010). A doença é altamente 
incapacitante e comprometimento sistêmico é relatado em alguns casos (RENAULT; 
ERNST, 2010). Para fins de tratamento, os pacientes são classificados de acordo 
com o número de lesões de pele e/ou número de nervos acometidos em 
multibacilares, com mais de cinco, e paucibacilares, com menos de cinco (Quadro 2) 
(OMS, 1982; BARBIERE; MARQUES, 2009).  
A apresentação clínica está relacionada com o tipo de imunidade do 
indivíduo. A HT está associada com a ativação do subtipo Th1 dos linfócitos T CD4+ 
(T auxiliares ou Th). As células Th1 produzem IL-2, inteferon gama (IFN-) e fator de 














VIGENTE PARA REDE 
BÁSICA (OMS) 
Indeterminada Áreas de hipo ou anestesia, parestesias, 
manchas hipocrômicas e/ou eritemato-
hipocrômicas, com ou sem diminuição da 







Até 5 lesões de pele 





hipocrômicas, bem definidas, hipo ou 
anestésicas, comprometimento de nervo  
 
Negativa 
Dimorfa   
(Boderline ou 
Limítrofe) 
Lesões pré-foveolares (eritematosas 
planas com o centro claro). Lesões 
foveolares (eritematopigmentares, 
de tonalidade ferruginosa ou pardacenta). 









Mais que 5 lesões de 






Eritema e infiltração difusa, placas 
eritematosas infiltradas e de bordas mal 
definidas, tubérculos e nódulos, madarose, 





QUADRO 2 - FORMAS CLÍNICAS E CLASSIFICAÇÃO DA HANSENÍASE  
LEGENDA: OMS = Organização Mundial da Saúde. 























FIGURA 4 – LESÕES DE PELE OBSERVADAS NAS FORMAS CLÍNICAS DA HANSENÍASE  





ou inibindo o crescimento do M. leprae, resultando em doença moderada ou cura. Já 
a HV está associada com resposta do subtipo Th2, com síntese de IL-4, IL-5 e IL-10, 
ampliando a resposta humoral (MODLIN, 1994). Como auxílio diagnóstico, realiza-se 
a reação de Mitsuda, que verifica se há resposta imune de hipersenbibilidade tardia 
após administração intradérmica dos antígenos de M. leprae (mitsudina). Como 
resultado, pode apresentar reação positiva forte em pacientes com a forma 
tuberculoide e reação negativa ou fraca em pacientes com a forma virchowiana. Em 
pacientes com a forma clínica dimorfa, a intradermorreação de mitsuda (IRM) é uma 
importante ferramenta para avaliar o prognóstico da doença (RIDLEY; JOPLING, 




FIGURA 5 – FORMAS CLÍNICAS POLARES DA HANSENÍASE E RESPOSTA IMUNE 
LEGENDA: HT =  tuberculoide; DT = dimorfa tuberculoide; DD = dimorfa; DV = dimorfa virchowiana; 
HV = virchowiana; Th1 e Th2 = linfócitos T auxiliares 1 e 2; (+) = positiva; (-) = negativa; IL-
2, IL-4, IL-5, IL-10 = interleucinas 2, 4, 5 e 10; IFN- = interferon gama; TNF- = fator de 
necrose tumoral alfa. 
FONTE: Adaptado de MISCH et al, 2010.  
 
Os linfócitos Th2 facilitam a resposta humoral e inibem a resposta imune 
mediada por células pela supressão dos macrófagos, favorecendo o crescimento 
dos bacilos da hanseníase (MODLIN, 1994; DOCKRELL et al., 1996). Um dos 
mecanismos de evasão do M. leprae é a inibição da produção da IL-2 e 
consequentemente inibição da proliferação das células T (DAGUR et al., 2010). 
Pacientes com hanseníase podem apresentar dois tipos de reações 
imunológicas (reações hansênicas). A reação do tipo I ou reação reversa com 




reação tipo I ocorre mais frequentemente em pacientes dimorfos, geralmente após o 
início do tratamento, e se caracteriza por apresentar novas lesões dermatológicas 
(manchas ou placas), que podem ser eritemato-infiltradas (aspecto erisipelóide), 
alterações de cor e edema nas lesões antigas, bem como dor ou espessamento dos 
nervos (neurites) (BRASIL, 2002; MISCH et al, 2010). 
A reação do tipo 2 ou eritema nodoso é uma condição inflamatória aguda 
com elevadas concentrações de fator de necrose tumoral (TNF), infiltração tecidual 
de células CD4+ e neutrófilos, deposição de imunocomplexos e proteínas do 
complemento, resultando em vasculopatia associada a formação de 
imunocomplexos, paniculite e uveíte. O eritema nodoso se caracteriza por 
apresentar nódulos vermelhos e dolorosos, febre, dores articulares, dor e 
espessamento nos nervos e mal-estar generalizado. Geralmente as lesões antigas 
permanecem sem alteração (BRASIL, 2002; MISCH et al, 2010). 
 
 
2.4.2 Reconhecimento celular e fagocitose do Mycobacterium leprae  
 
 
A imunidade inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra 
infecções. O reconhecimento dos padrões moleculares associados a patógenos 
(PAMPS) é essencial para ativação de proteínas do complemento, fagocitose e 
destruição de micro-organismos patogênicos. A internalização de patógenos por 
macrófagos (fagocitose) através de receptores celulares possibilita a rápida 
destruição dos micro-organismos evitando infecções. Entretanto, essa via também 
pode ser utilizada como porta de entrada para patógenos intracelulares obrigatórios 
proporcionando um habitat celular, como é o caso do M. leprae.(ABBAS et al., 2008; 
MISCH et al., 2010; SCHLESINGER; HORWITZ, 1990, 1991).   
Schlesinger & Horwitz (1990) relataram vias de infecção do M. leprae em 
fagócitos mononucleares, relacionadas a ativação do Sistema Complemento. Os 
autores observaram que o componente C3 é fixado na superfície bacteriana através 
da ativação da via alternativa do complemento, atuando como ligante para os 
receptores CR3 em monócitos e CR1 e CR4 em macrófagos.  Esses receptores 
mediam a fagocitose, a qual acontece através da via convencional. Além disso, os 
autores determinaram que a ligação de C3 acontece de maneira específica ao 
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glicolípidio fenólico-1 (PGL-1), uma mólecula presente em grande quantidade na 
superfície do bacilo (SCHLESINGER; HORWITZ, 1991).  A molécula PGL-1 também 
está envolvida na infecção das células de Schwann no sistema nervoso periférico 
(Ng et al., 2000) (Figura 6).        
        
FIGURA 6 – RECONHECIMENTO, FAGOCITOSE E RESPOSTA IMUNE CONTRA O M. LEPRAE 
LEGENDA: LPB21 = laminina ligante de proteína 21; PGL-1 = glicolipídio fenólico-1; C3 = proteína 3 
do complemento; CR1 = receptor de complemento 1; DEFB1 = beta-defensina-1; IFN- = 
interferon gama; IL-10 = interleucina 10; IL12B = interleucina 12 subunidade 40p; IL12BR2 
= receptor de interleucina beta-2; LTHA4H = hidrolase de leucotrieno A4; LTA = linfotoxina 
α; TNF = fator de necrose tumoral; MBL 2 = lectina ligante de manose 2; MRC1 = receptor 
de manose; LAMA2 = α2-laminina-2; TCR = receptor de células T; Th1 e Th2= célula T 
auxiliar 1 e 2. 
FONTE: Adaptado de MISCH et al., 2010. 
 
Estudos demonstraram que os receptores Toll-like (TLR) e a lectina ligante 
de manose (MBL) modulam a resposta imunológica contra o M. leprae. Os TLR são 
proteínas transmembrânicas que orquestram a resposta imune inata contra os 
PAMPs. Os receptores TLR tipo 1, 2, 4, 9, e predominantemente o heterodímero 




2010). Já a MBL, uma das principais moléculas na ativação da via das lectinas do 
sistema complemento se mostrou associada às formas clínicas da hanseníase 
(DORNELLES et al, 2006; IP et al. 2008). 
Na hanseníase, os receptores TLR reconhecem os PAMPs do M. leprae e 
têm o papel de transdução de sinal para a síntese de citocinas pró-inflamatórias 
(TNF) e DEFB1 (peptídeo microbicida) pelos macrófagos. A opsonização da bactéria 
por C3 ocorre pela ativação das vias alternativa (ligação direta do C3) e das lectinas, 
estimulando a fagocitose do M. leprae pelo macrófago que reconhece o fragmento 
C3b através do receptor CR1. Posteriormente, inicia-se a resposta imune adquirida, 
com a apresentação de antígenos bacterianos pelo macrófago via MHC clase II às 
células Th, ativando-as. A ativação de células Th1 desencadeia uma resposta imune 
celular relacionada à forma tuberculoide da hanseníase, enquanto que uma resposta 
Th2 produz anticorpos contra o bacilo e está relacionada à forma clínica 
virchowiana. Já a infecção das células de Schwann ocorre através da interação da 
moléculas PGL-1 e LPB21 do M. leprae com a proteína LAMA2 e α-distroglicano da 
célula de Schwann (Figura 6) (MISCH et al., 2010). 
Desta forma, atualmente sabe-se que a exposição ao M. leprae não é 
condição única para desenvolvimento da hanseníase e diferentes conjuntos de 
genes estão relacionados com a suscetibilidade do hospedeiro à esta doença. Sauer 
e colaboradores (2015) citam três diferentes conjuntos de genes que controlariam 
três diferentes estágios desde a exposição até o desenvolvimento da doença: 
I) Controle da infecção independentemente da sua manifestação clínica 
(hanseníase per se); 
II) Após a infecção estar estabelecida, determinam o tipo de resposta 
imune do hospedeiro e a forma clínica da doença; 
III) Relacionados ao risco de desenvolvimento de reações hansênicas 
(Figura 7). 
A partir da observação de que existe um importante componente genético no 
controle da suscetibilidade à hanseníase torna-se necessário a condução de estudos 
que identifiquem os genes e as suas variantes relacionadas com os diferentes 
fenótipos encontrados na hanseníase. Nas últimas décadas diversos estudos foram 
realizados e identificaram diferentes genes e suas variações envolvidos na 

























FIGURA 7 - MODELO ESQUEMÁTICO DE SUSCETIBILIDADE GENÉTICA À HANSENÍASE 
LEGENDA: HT = hanseníase tuberculoide; DT = dimorfa tuberculoide; DD = dimorfa; DV = dimorfa 
virchowiana; HV = hanseníase virchowiana; PB (paucibacilar); MB (multibacilar); Th1 e 
Th2 = linfócitos T auxiliares subtipos 1 e 2; I = genes que controle a infecção independente 
da manifestação clínica (hanseníase per se); II = genes que determinam o tipo da resposta 
imune do hospedeiro e a forma clínica da hanseníase; III = genes relacionados ao risco de 
desenvolver reações hansênicas. 
FONTE: Adaptado de SAUER et al., 2015. 
 
 
2.5 GENÉTICA DA HANSENÍASE 
 
 
Estudos demonstraram duas associações independentes de suscetibilidade 
à hanseníase com o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), nas regiões 
HLA-B, HLA-C e HLA-DR-DQ. Zhang e colaboradores (2009) identificaram que 
polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) presentes na região HLA-DR-DQ 





população chinesa. O HLA de classe I também foi estudado e foi observado que os 
alelos A*206, A*1102, B*4016, B*5110, Cw*0407 e Cw*0703, apresentaram 
frequência significativamente maior em pacientes indianos com hanseníase quando 
comparados com os controles não doentes (SHANKARKUMAR, 2004). 
Outro importante estudo de associação do complexo HLA e a suscetibilidade 
à hanseníase foi conduzido com 198 pacientes com hanseníase na população 
vietnamita. Foram analisados 682 SNPs em uma região de 1.9 Mb na região do 
complexo HLA. Destes, foram encontrados 59 associados com a suscetibilidade à 
hanseníase. Cabe ressaltar, que essa associação foi significativa estatisticamente 
apenas em pacientes com idade maior que 15 anos na época do diagnóstico. Em 
uma segunda etapa, os autores genotiparam esses SNPs em 292 pacientes com 
hanseníase (54% multibacilar) e evidenciaram uma associação com 12 SNPs, que 
correspondem a região intergênica de HLA Classe I e do alelo HLA-C*15:05 na 
população vietnamita. Para validação desses resultados os autores utilizaram uma 
terceira amostra (constituída de 364 pacientes), geograficamente e etnicamente 
diferente, do norte da Índia, e demostraram uma associação positiva entre os 12 
SNPs genotipados e a suscetibilidade a hanseníase. Desta forma, os autores 
demonstraram uma relação entre os alelos HLA Classe I e a patogênese da doença 
(ALTER et al., 2011). 
O papel das citocinas lintotoxina alfa (LT-) e TNF-α é essencial, porém 
distinto, no recrutamento e manutenção da resposta granulomatosa durante a 
infecção por M. leprae. A LT- regula a formação do granuloma enquanto o TNF-α é 
responsável por sua integridade (HAAGE et al., 2009). Cardoso e colaboradores 
(2011) demonstraram que pacientes portadores do alelo -308A produziam altos 
níveis de TNF-α após estímulo com M. leprae e lipopolissacarídeo (LPS) e 
consequente resistência a doença foi demonstrada especialmente em pacientes 
brasileiros.  
Estudos desenvolvidos com animais knockout para os genes das 
linfotoxinas, indicaram que a LT- possui um importante papel no controle de 
infecções por patógenos intracelulares como M. tuberculosis e M.leprae e 
consequente formação de granulomas (ROACH et al., 2001).  
A Interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatória, secretada por 
monócitos/macrófagos e linfócitos T (T auxiliar subtipo 1 e T reguladoras) 
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(CARDOSO et al., 2011; KUHN et al, 1993).  A IL-10 bloqueia a produção de 
citocinas pró-inflamatórias e a propriedade apresentadora de antígeno de 
macrófagos (KUHN et al, 1993). A IL-10, juntamente com a IL-4, é determinante para 
o desenvolvimento fenotípico das células T auxiliares (HSIEH et al., 1993), além de 
inibir a produção de IL-1, IL-6, TNF-α em macrófagos ativados por LPS e IFN-ϒ 
(ISHIDA et. al., 1993).  
A proporção de TNF-α/IL-10 é essencial para restringir a proliferação e o 
desenvolvimento inicial da infecção por M.leprae. O perfil de secreção de IL-10 
mostrou-se aerado nos pacientes pós-tratamento de hanseníase, esses secretam 
níveis relativamente altos em resposta ao M. leprae (LIMA et al., 2000). Em estudo 
realizado in vitro, a IL-10 favoreceu a viabilidade do M. leprae em macrófagos 
infectados (FUKUTOMI et al., 2008). 
Santos e colaboradores (2002) também relataram uma associação entre o 
genótipo -819TT, no promotor da IL-10 e o desenvolvimento da hanseníase 
paucibacilar. Outros polimorfismos (T-3575A, A-2849G, C-2763A, A-1082G e C-
819T) também foram avaliados em pacientes com hanseníase e comparados com 
indivíduos saudáveis. O haplótipo -3575A/-2849G/-2763C (AGC) foi associado com 
a resistência a hanseníase e desenvolvimento das formas mais graves da doença 
(MORAES et al., 2004). Malhotra e colaboradores (2005) realizaram um estudo de 
investigação de seis SNPs no promotor IL-10 em 282 pacientes indianos. Os autores 
também associaram o haplótipo −3575T/-2849G/-2763C/-1082A/-819C/-592C 
(TGCACC) com resistência a hanseníase per se e desenvolvimento de formas 
severas da hanseníase. O haplótipo −3575T/-2849G/-2763C/-1082A/-819T/-592A 
(TGCATA) foi associado com o risco de desenvolvimento das formas mais graves 
em contraste com o menor risco do haplótipo −3575T/-2849A/-2763C (TAC) 
encontrados na população brasileira. Juntos, esses resultados encontrados para os 
SNPs do promotor da IL-10, nas amostras de brasileiros e indianos, sugere 
fortemente a participação desse locus no desenvolvimento da hanseníase. 
A associação do alelo -819T também foi relacionada com menores níveis de 
produção de IL-10 no sangue periférico de indivíduos expostos ao M. leprae quando 
comparado com indivíduos sem esse alelo. Desta forma, esses dados indicam que 
baixos níveis de IL-10 durante o desenvolvimento da doença podem estar 
relacionados com uma resposta imune crônica e não protetora que culmina com a 
manifestação da hanseníase (PEREIRA et. al., 2009). 
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A MBL reconhece PAMPs como domínios de manose, N-acetilglucosamina, 
fucose e glicose presentes na superfície de diversos microorganismos e esse 
reconhecimento possibilita a fagocitose e a posterior ativação do complemento 
(DORNELLES et al., 2006). Bonar e colaboradores (2005) demonstraram que a via 
da MBL facilita a entrada das micobatérias nos macrófagos. Em outro estudo foi 
observada uma associação negativa entre baixas concentrações da proteína MBL e 
a hanseníase, sugerindo que concentrações reduzidas dessa proteína possuem um 
papel protetor no desenvolvimento da forma clínica virchowiana de hanseníase 
(DORNELLES et al., 2006). O papel dos polimorfismos do gene MBL-2 em pacientes 
com hanseníase foi investigado e os resultados indicaram que a frequência do 
haplótipo LYPA, associado com uma maior expressão da proteína MBL, foi 
significativamente maior em pacientes com hanseníase per se (OR = 2.25 [IC95% = 
1,31–3,88], P =0,003) e com a forma clínica virchowiana (OR = 2,2 [IC95% =1,21–
4,05] P= 0,008), quando comparados com controles saudáveis (MESSIAS-REASON 
et al., 2007). Em outro estudo, o alelo 161G>A do gene MBL foi associado com a 
proteção à forma virchowiana da hanseníase (SAPKOTA et al., 2010). 
Contraditoriamente, Vasconcelos e colaboradores (2011) não encontraram 
diferença significativa na frequência dos genótipos e haplótipos variantes do gene 
MBL2 em pacientes brasileiros (Recife, Pernambuco) com hanseníase e indivíduos 
saudáveis. Entretanto, os autores observaram uma variação dos níveis de MBL em 
relação a idade, pacientes com mais de 40 anos apresentaram maior expressão 
dessa proteína quando comparados com pacientes mais jovens.  
Boldt e colaboradores (2013a) demonstraram que a frequência da variante 
p.126L, associada com baixas concentrações de MASP2, uma serina protease 
associada a MBL, foi significativamente maior em pacientes com hanseníase 
(P=0,00002, OR = 4,92). Os autores concluíram que baixos níveis de MASP2 
aumentam a suscetibilidade à hanseníase per se e particularmente à forma clínica 
virchowiana. 
Estudos demonstraram associação entre as ficolinas-1 e -2 e hanseníase. 
Messias-Reason e colaboradores (2009) observaram que a frequência do haplótipo 
AGA do gene FCN2 da ficolina-2 foi significativamente menor quando comparado 
com pacientes com hanseníase per se (OR=0,13 [95%IC=0,03-0,43], P<0,001), 
indicando um efeito protetor à doença. Estudo semelhante foi realizado em amostras 
de 527 pacientes com hanseníase e 583 controles na China, no promotor e no exon 
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8 do gene FCN2. Os polimorfismos rs3811140 (-557A/G) e rs7851696 (c.772G>T) 
foram significativamente associados com suscetibilidade à hanseníase e suas 
diferentes formas clínicas (ZHANG et al., 2013). Estudos de avaliação dos 
polimorfismos no promotor do gene FCN1, foram realizados em amostras de 
brasileiros e dinamarqueses. Foram pesquisados 10 haplótipos, dos quais foram 
encontradas associações positivas com os haplótipos FCN1*3C1, com um efeito 
protetor contra a hanseníase em euro-brasileiros, do alelo -399A em afro-brasileiros 
e uma associação negativa do haplótipo FCN1*3A em relação às formas mais 
severas da doença (BOLDT et al., 2013b).  
Uma extensa análise genômica foi realizada com 86 famílias vietnamitas 
para avaliação de suscetibilidade a hanseníase e os autores encontraram uma 
ligação entre a suscetibilidade a hanseníase e o cromossomo 6 (q25-27) (MIRA et 
al., 2003).  Posteriormente, essa região foi avaliada utilizando um intervalo de 
aproximadamente 80 Kb, onde encontrou-se uma associação significativa entre a 
hanseníase e 17 SNPs pesquisados em amostras vietnamitas e brasileiras, 
localizados em região compartilhada PARK2/PACRG (MIRA et al, 2004).  
O gene PARK2 (parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) codifica a proteína 
parkina, uma E3-ligase de ubiquitina, que possui um papel importante na 
degradação de proteínas pelo proteassomo (GIASSON; LEE, 2001). A função do 
gene PACRG (PARK2 co-regulated) ainda não está totalmente esclarecida, mas o 
seu produto é um complexo de chaperonas contendo proteínas de choque térmico 
(heat shock) e chaperoninas chamado Glup/PACRG e também relacionado ao 
sistema de degradação proteassomal (IMAI et al., 2003).  
A relação dos genes PARK2 e PACRG com a suscetibilidade a hanseníase 
foi demonstrada em duas amostras de populações geograficamente distintas (MIRA 
et al., 2004). Entretanto, essa relação não foi observada em outras populações 
(MALHOTRA et al., 2006; LI et al., 2012). A possibilidade do envolvimento de outras 
razões e uma estrutura de desequilíbrio de ligação (DL) diferente entre as 
populações foi avaliada. A comparação entre diferentes intervalos (bins) com base 
na distância entre os SNPs em populações vietnamitas e indianas indicou diferenças 
significativas e pode explicar a não replicação das regiões genômicas avaliadas 
entre as diferentes populações (CHOPRA et al., 2013).  
Um trabalho mais recente investigando os efeitos epistáticos da presença 
dos alelos de risco do gene PARK2 e dos genes de diversas citocinas inflamatórias 
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e anti-inflamatórias indicaram um risco aditivo de suscetibilidade ou proteção à 
hanseníase (CHOPRA et al., 2014). Essa análise de interação permite propor que o 
fundo genético da hanseníase é complexo e predominante para o desenvolvimento 
da doença.  
 
 
2.6 ASSOCIAÇÃO DA HANSENÍASE E COINFECÇÃO COM HEPATITE B 
 
 
As hepatites virais são um grave problema de saúde pública mundial, uma 
vez que provocam hepatopatias agudas e crônicas e causam a morte de cerca de 
1,4 milhões de pessoas a cada ano. As hepatites virais são um grupo de doenças 
infecciosas que podem ser transmitidas por via oral-fecal (hepatites A e E), e 
parenteral-sexual (hepatites B, C e D). A transmissão sexual do vírus da hepatite C é 
pouco frequente (< 1%) (OMS, 2015; BRASIL, 2008). 
A hepatite B é uma pandemia que causa a morte de cerca de 780.000 
pessoas a cada ano. Estima-se que 240 milhões de pessoas no mundo têm hepatite 
B crônica, das quais 650.000 morrem anualmente (OMS, 2015).  Importante 
salientar que a vacina para hepatite B é eficaz em 95% dos indivíduos e segura, o 
que caracteriza a imunização como uma excelente estratégia para evitar a infecção. 
Considerando esta estratégia, a faixa de imunização para hepatite B em homens e 
mulheres foi ampliada para 0 a 49 anos em 2013 (BRASIL, 2013). 
O vírus causador da hepatite B (HBV) circula no soro de pacientes 
infectados na forma de uma partícula de 42 nm, com um envelope externo contendo 
o antígeno de superfície (HBsAg) e um núcleocapsídeo interno contendo os 
antígenos do core (HBcAg) e o HBeAg (OMS, 2015). 
O diagnóstico laboratorial da infecção pelo HBV pode ser realizado pela 
pesquisa dos marcadores sorológicos e de biologia molecular. O primeiro marcador 
sorológico que aparece entre 30 e 45 dias após o início da infecção é o HBsAg. 
Logo após aparece o HBeAg, marcador de replicação viral, que permanece por 
cerca de 10 semanas no soro do paciente.  Em seguida, pode ser detectado o 
anticorpo anti-HBc IgM, marcador de fase aguda da doença, que persiste por até 32 
semanas. O anti-HBc total detecta a presença de IgM, marcador de fase aguda, e 
IgG, marcador que indica contato prévio com o HBV, também presente em infecções 
37 
 
crônicas. O último anticorpo detectado é o anti-HBs, que é o único marcador que 
confere imunidade ao HBV. O anti-HBs é o único marcador encontrado em 
indivíduos imunizados, diferente dos indivíduos com infecção prévia, que 

















FIGURA 8 – CURSO SOROLÓGICO TÍPICO DA HEPATITE B 
LEGENDA: HBsAg = antígeno de superfície do HBV; HBeAg = antígeno “e” do HBV; anti-HBe = 
anticorpos contra o HBe; anti-HBc total = anticorpos IgM e IgG contra o antigeno do core 
do HBV (HBc); anti-HBc IgM = anticorpos IgM contra o HBc; anti-HBs = anticorpos contra 
o HBsAg. 




Estudos demonstraram que pacientes com hanseníase são mais suscetíveis 
à infecção pelos vírus das hepatites B e C (HCV). Foi demonstrada uma forte 
associação em pacientes com hanseníase e aumento do risco de infecção pelo HCV 
(OR = 14,95 [95% CI = 1,76–127,03], P=0,004) (BRAGA et al, 2006). Leitão e 
colaboradores (2014) encontraram uma forte associação da hanseníase, 
especialmente na forma virchowiana e coinfecção pelo HBV em pacientes de 







2.7 SISTEMA COMPLEMENTO 
 
 
Há mais de 100 anos, o termo complemento foi usado para descrever uma 
substância que causava lise em bactérias e eritrócitos revestidos com anticorpo e 
complementava a sua ação. Atualmente, sabe-se que o sistema do complemento 
(SC) é composto por mais de 35 proteínas séricas e ligadas à membrana celular, as 
quais são essenciais na imunidade inata e que participam também na imunidade 
adaptativa. As proteínas do complemento têm um papel importante no controle de 
infecções bacterianas e virais e na ativação da resposta inflamatória nos locais de 
injúria tecidual e de deposição de restos celulares e imunocomplexos. O SC atua 
como um guardião do sistema imune, essencial para a eliminação dos patógenos, 
complexos imunes, células apoptóticas e debris celulares (PETTIGREW et al., 2009; 
LISZESWSKI; ATKINSON, 2010).   
 
 
2.7.1. Vias de ativação do sistema complemento 
 
                                      
As proteínas do complemento estão amplamente distribuídas através dos 
fluidos corporais e dos tecidos na forma de pré-enzimas que são ativadas em 
cascata desencadeando suas ações. A cascata do complemento pode ser ativada 
por três vias: (1) via clássica, principalmente através dos anticorpos; (2) via 
alternativa, através da ligação direta de C3 hidrolisado (C3b) aos patógenos e; (3) 
via das lectinas, ativada pela lectina ligante de manose (MBL), por ficolinas e 
colectinas 10 e 11 (CL-K1 ou colectina renal 1 e CL-L1 ou colectina hepática 1, 
respectivamente). Nesta última via de ativação do complemento, as proteínas MBL, 
ficolinas e colectinas formam complexos com serinas proteases associadas à MBL 
(MASP-1 e MASP-2), ativando-as. A MASP-2 ativada leva a formação de C3 
convertase da via das lectinas, dependente de MASP-1. As três vias de ativação do 
complemento convergem para a síntese da enzima C3 convertase que cliva a 
proteína C3 em C3a, que ativa a resposta inflamatória, e C3b, que se liga 
covalentemente aos patógenos (opsonização), facilitando a fagocitose pelos 
macrófagos e neutrófilos. O C3b pode se ligar a outras proteínas do complemento 
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formando a enzima C5 convertase a qual cliva C5 em C5a (inflamação) e C5b que 
se fixa na membrana celular. O C5b inicia a formação do complexo de ataque à 
membrana (C5-C9), que forma poros na membrana celular e leva à lise osmótica 
(Figura 9) (ABBAS et al., 2008; MURPHY et al., 2010; BELTRAME et al., 2015b). 

















FIGURA 9 - VIAS DE ATIVAÇÃO DO COMPLEMENTO 
LEGENDA: MAC (complexo ataque a membrana); MBL (lectina ligante de manose); MASP (serina-
proteases associada às MBL); CL-K1 = colectina renal 1; CL-L1 = colectina hepática 1; 
Poli-C9 = polímero de C9; P = properdina. 
NOTA: Via terminal = etapa final da ativação do complemento com formação do MAC e levando à lise 
osmótica do patógeno. 
FONTE: BELTRAME et al., 2015b. 
 
 
2.7.2 Ficolinas  
 
 
Ficolinas são proteínas oligoméricas pertencentes ao sistema imune inato 
que reconhecem PAMPs e quando associadas com as proteínas MASPs ativam o 




ficolinas em humanos, ficolina-1 ou M, ficolina-2 ou L e ficolina-3 ou H (THIELENS et 
al., 2007). As ficolinas estimulam os macrófagos a produzir IL-17, IL-6, TNF-α, IFN-, 
e óxido nítrico (NO) limitando o processo infeccioso (REN et al., 2014).  
A ficolina-1 (FCN1) é codificada pelo gene FCN1, localizado no cromossomo 
9q34. A FCN1 pode ser encontrada ligada à membrana celular ou livre no plasma, 
com concentrações variando de 0,05-1,0 µg/mL. A FCN1 também pode ser 
detectada em grânulos secretados por monócitos, neutrófilos e células epiteliais 
alveolares tipo II. A FCN-1 reconhece compostos acetilados ligando-se a micro-
organismos gram positivos e negativos, tem ação anti-inflamatória, promove a 
remoção de células próprias alteradas e modula a produção de IL-8 (BELTRAME et 
al., 2015a).  
A ficolina-2 (FCN2) é uma proteína plasmática produzida principalmente no 
fígado com concentrações variando entre 1-12 µg/mL. A FCN2 liga-se a moléculas 
N-acetilados, ácido N-acetil-neuramínico presente em Streptococcus agalactiae, 
peptidoglicano e glicoproteínas do envelope do vírus da hepatite C. A FCN pode se 
ligar ao Mycobacterium bovis, Giardia intestinalis e Trypanosoma cruzi e interage 
com a proteína C reativa, estabilizando-a quando ligada às bactérias. O gene FCN2 
está localizado no cromossomo 9q34 e contém nove exons. Baixas concentrações 
da ficolina-2 têm sido associadas a infecções respiratórias e bronquiectasia 
(BELTRAME et al., 2015a). 
A ficolina-3 (FCN3) é a mais abundante no plasma com concentrações 
médias de 18,4 µg/mL. A FCN3 foi encontrada no pulmão e fígado, sendo 
considerada como uma proteína com importante papel na imunidade inata local e 
sistêmica. A FCN3 reconhece moléculas acetiladas presentes em Salmonella 
typhimurium, Salmonella  minnesota, Escherichia coli e Aerococcus viridans. O gene 
FCN3 está localizado no cromossomo 1p36.11 (BELTRAME et al., 2015a). 
 
 
2.7.3. Receptores do complemento 
 
 
A fagocitose dos patógenos depende primariamente da presença de 
receptores presentes na superfície da membrana dos fagócitos, os receptores para 
região Fc de imunoglobulinas (Ig) e os receptores do complemento que reconhecem 
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fragmentos de C3. Na ausência de anticorpos, o revestimento de partículas ou 
células próprias ou estranhas com fragmentos de C3 é determinante para o seu 
reconhecimento pelos fagócitos através de receptores específicos do complemento 
(CAMPAGNE et al., 2007; GORGANI et al., 2008).                
Quatro receptores para fragmentos do complemento foram descritos: CR1 
(CD35), CR2 (CD21), CR3 (CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18). CR1 está presente 
em monócitos, macrófagos, neutrófilos e eritrócitos e reconhece o fragmento C3b.  
CR2 está presente nos linfócitos B e reconhece os fragmentos iC3b e C3d(g). CR3 e 
CR4, presentes nos monócitos, macrófagos, neutrófilos, células NK e nas células 
dendríticas (somente CR4), são heterodímeros transmembranares que reconhecem 
o fragmento iC3b (HE et al., 2008).   
Recentemente, foi descrito um novo receptor de complemento da 
superfamília das imunoglobulinas (HELMY et al., 2006), denominado CRIg. 
2.7.4 Receptor de Complemento da Superfamília das Imunoglobulinas (CRIg)  
CRIg é uma proteína transmembranar presente nos macrófagos, que 
reconhece os fragmentos C3b, iC3b e C3c do complemento (Figura 10) 
(WIESMANN et al., 2006; HE et al., 2006).   
 










FIGURA 10 – (a) RECEPTORES DO SISTEMA COMPLEMETO E (b) OPSONIZAÇÃO MEDIADA 
POR C3b COM RECONHECIMENTO POR CRIg 
LEGENDA: C3b, iC3b, C3d(g), C3c = fragmentos da proteína C3; CR1, CR2, CR3, CR4 = receptores 
de complemento 1 a 4; CRIg = receptor de complemento da superfamília das 
imunoglobulinas. 








A proteína CRIg é codificada pelo gene VSIG4, inicialmente denominado 
Z39Ig (LANGNAESE et al., 2000). O gene VSIG4 está localizado na região 
pericentromérica do cromossomo X humano (Xq12), com 18,3 Kb e 8 exons. O exon 
1 tem 117-182 pb e codifica o peptídeo sinal; o exon 2 tem 357 pb e codifica o 
domínio extracelular de Ig do tipo V (IgV); o exon 3 alternativo tem 282 pb e codifica 
o domínio extracelular de Ig do tipo C2 (IgC2); os exons 4 e 5 têm 63 pb e 78 pb, 
respectivamente, e codificam a região estrutural extracelular; o exon 6 tem 105 pb e 
codifica para a região transmembranar; e os exons 7 e 8, têm 22 pb e 732-763 pb, 
respectivamente, e codificam a região intracelular. Estes dois últimos podem ser 
reunidos num só exon em uma das isoformas, contendo 1123 pb ao total (Figura 11) 
(LANGNAESE et al., 2000; CUNNINGHAM et al., 2015. Disponível em < 
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG0000015












FIGURA 11 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA E LOCALIZAÇÃO DO GENE VSIg4 NO    
CROMOSSOMO X 
LEGENDA: PS= peptídeo sinal; IgV – domínio extracelular de Ig tipo V; IgC2= domínio extracelular de 
Ig tipo C2; TM – região transmembranar; IC = região intracelular; Chr X= cromossomo X. 
FONTE: Adaptado de LANGNAESE et al., 2000. 
  
   
 Helmy e colaboradores (2006) clonaram duas variantes do gene VSIG4, uma 
forma longa idêntica ao Z39Ig, que codifica uma proteína com 399 aa, com os 
domínios extracelulares IgV e IgC2, denominada CRIg(L) ou VSIG4-001, e uma 
forma curta que não possui o exon alternativo 3 e codifica uma proteína com 305 aa, 
com um único domínio extracelular IgV, denominada CRIg(S) ou VSIG4-003.  As 
formas longa (IgV e IgC2) e curta (IgV) da proteína CRIg estão presentes em 




reconhecimento dos fragmentos de C3 e ingestão de partículas opsonizadas ocorre 
pelo domínio IgV   da proteína CRIg. A função do domínio IgC2 ainda não está 
esclarecida (HELMY et al., 2006; WIESMANN et al.,2006; HE et al., 2008). 
Posteriormente, foi descrita uma variante denominada VSIG4-201, que difere na 
região 3' UTR e na região codificadora 3', comparada com a variante VSIG4-001. A 
variante VSIG4-201 se caracteriza pela não tradução do exon 8, o que resulta na 
síntese de uma isoforma de CRIg com 321 aa com uma região C-terminal mais curta 


























FIGURA 12 – TRANSCRITOS DO GENE VSIG4 E ISOFORMAS (a) VSIG4 001, (b) VSIG4-003 e (c) 
VSIG4-201. 
NOTA: VSIG4 – 001: variante contendo 8 exons, codifica a isoforma CRIg(L) com 399 aa; VSIG4 – 
003 = ausência do exon 3 alternativo (seta azul), codifica a isoforma CRIg(S) com 305 aa; 
VSIG4 – 201 = codifica uma proteína com 321 aa devido a uma cadeia polipeptídica com a 
região C-terminal mais curta (exon 8 não traduzido, seta azul). 
LEGENDA: PS= peptídeo sinal; IgV – domínio extracelular de imunoglobulina (Ig) tipo V; IgC2= 
domínio extracelular de Ig tipo C2; TM – região transmembranar; IC = região intracelular. 









CRIg é expresso em altas concentrações em macrófagos do fígado (células 
de Kupfer - KC), células dendríticas, neutrófilos e macrófagos residentes em vários 
tecidos (VOGT et al., 2006). Em humanos a proteína CRIg também foi detectada em 
macrófagos sinoviais, alveolares, da glândula adrenal, coração, baço, células de 
Hofbauer e histiócitos da lâmina própria (HELMY et al., 2006; VOGT et al, 2006). 
CRIg é expresso em baixas concentrações nos linfonodos (VOGT et al., 2006) e 
está ausente em células de Langherhans, células microgliais e macrófagos 
derivados da medula óssea (HELMY et al., 2006). O gene VSIG4 é expresso em 
diversos tecidos. As concentrações mais elevadas de RNA mensageiro (mRNA) 
foram encontradas no tecido adiposo, pulmão, baço, artérias adrenal e aorta, 
glândula adrenal esôfago, intestino delgado, nervo torácico, bexiga, colón e sangue 



















FIGURA 13 – QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO DO GENE VSIG4 EM DIVERSOS TECIDOS 
NOTA: RPKM (Reads per kilobase per million mapped reads) é um método para quantificar a 
expressão de genes a partir de dados do sequenciamento do RNA.  





A isoforma VSIG4- 003 é a variante expressa em maior quantidade na 
maioria dos tecidos, como o tecido adiposo, pulmão, baço, pele e nervo tibial. No 
sangue total, são expressas concentrações similares das isoformas VSIG4- 001 e 
VSIG4- 003 e, em menor quantidade a isoforma VSIG4– 201 (figura 14) 
(LONSDALE et al., 2013). 




































FIGURA 14 – EXPRESSÃO DAS ISOFORMAS DO GENE VSIG4 NO (a) TECIDO ADIPOSO, (b) 
PULMÃO, (c) BAÇO, (d) SANGUE TOTAL, (e) PELE NÃO EXPOSTA AO SOL e (f) 
NERVO TIBIAL  
NOTAS: RPKM (Reads per kilobase per million mapped reads) é um método para quantificar a 
expressão de genes a partir de dados do sequenciamento do RNA.  








A expressão da proteína CRIg em tecidos e na forma livre foi estimada por 
modelos estatísticos. As concentrações mais elevadas de CRIg foram estimadas no 











FIGURA 15 – ESTIMATIVA DA EXPRESSÃO DE CRIg 
LEGENDA: 1= Estimado por MODEP, Eugene Kolker, Bioinformatics & High-throughput Analysis Lab, 
Seattle Children's Research Institute.; 2 = Estimado por PaxD, Christian von Mering, 
Bioinformatics Group, Institute of Molecular Life Sciences, University of Zurich..  




A rápida captura dos patógenos pelo fígado é crucial para evitar bacteremia 
sistêmica e envolve mecanismos da imunidade inata e adaptativa (ROOZENDALL; 
CARROLL, 2006). O CRIg parece contribuir para a eliminação de patógenos nos 
estágios iniciais da infecção através da sua captura pelas KCs. Experimentos com 
camundongos deficientes de CRIg demonstraram uma incompleta eliminação dos 
patógenos opsonizados com C3 da circulação, resultando em aumento da infecção e 
mortalidade (HELMY et al., 2006). Kim e colaboradores (2013) demonstraram que a 
interação do domínio intracelular do CRIg com o canal intracelular 3 de cloretos 
(CLIC3) é essencial para a eliminação de bactérias intracelulares. Além disso, o 
CRIg é um receptor de complemento não somente para patógenos opsonizados, 
mas também para células autólogas opsonizadas, sugerindo uma via potencial na 
prevenção da autoimunidade sistêmica. Estudos em camundongos demonstraram 
que CRIg participa na eliminação de plaquetas opsonizadas com complemento (KIM 




O domínio extracelular IgV de CRIg é um potente inibidor das convertases 
da via alternativa (VA) do complemento, indicando um potencial uso terapêutico 
deste receptor (WIESMANN et al., 2006; HE et al., 2008). Experiências em modelos 
animais com artrite, demonstraram que CRIg na forma solúvel foi capaz de reverter a 
inflamação e perda óssea pela inibição da VA (KATSCHKE JR et. al, 2007).  
Macrófagos em tecidos inflamados não expressam CRIg, e a presença de 
macrófagos teciduais CRIg+, sugere homeostasia e resolução do processo 
inflamatório (VOGT et al. 2006; HE et al., 2008). O que intriga é o fato de que o CRIg 
tem um papel essencial  na rápida eliminação de bactérias no início da infecção sem 
induzir um processo inflamatório (CAMPAGNE et al., 2007).  
Adicionalmente, CRIg previne a proliferação e ativação dos linfócitos T CD4+ 
e CD8+ em tecidos intactos, e inibe a produção de interleucina 2 (IL-2). A injeção da 
proteína CRIg na forma solúvel diminui a resposta antígeno-específica das células T 
CD8+ e a síntese do IFN-, e também reduz a resposta de IgG dependente de 
células T (VOGT et al., 2006; ZANG; ALLISON, 2006). Resultados similares foram 
encontrados em outro estudo que utilizou células 293FT transfectadas com VSIG4. 
Foi observado inibição das células CD4+, CD8+ e da proliferação das células T, 
além da diminuição da produção de IL-2 e IFN-γ in vitro (LIAO et al., 2014). Estes 
achados sugerem que CRIg possa estar envolvido na manutenção da tolerância 
periférica e não-responsividade das células T (VOGT et al., 2006). 
O aumento da expressão do gene VSIG4 tem sido relacionado com algumas 
doenças. Textoris e colaboradores (2013) analisaram a expressão do VSIG4 em 
amostras de sangue de mulheres com gestação normal e pacientes com pré-
eclâmpsia em graus diferentes de gravidade. As pacientes com pré-eclâmpsia 
demonstraram uma maior expressão do gene VSIG4 em relação ao grupo controle. 
Desta forma, os autores sugeriram a utilização do VSIG4 como um potencial 
marcador de pré-eclâmpsia grave. Outro estudo demonstrou uma elevada expressão 
de VSIG4 em fibroblastos infectados com Borrelia burgdorferii, a bactéria causadora 
da doença de Lyme, quando comparados com a cultura controle (GĘCA et al., 
2012). Também foi encontrada uma maior expressão do gene VSIG4 em pacientes 
pós transplantados, positivos para infecção pelo vírus Epstein Baar - EBV(+) quando 
comparados com pacientes EBV (-) (MORSCIO et al., 2013).  
Sturtz e colaboradores (2014) encontraram um padrão de expressão 
diferencial no tecido próximo a tumores invasivos de mama, com aumento da 
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expressão do gene VSIG4 o que indica um microambiente favorável à tumorigênese.  
Outro estudo demonstrou que o CRIg é um importante ativador que facilita o 
desenvolvimento do câncer de pulmão de pequenas células. Foram encontradas 
grandes quantidades da proteína infiltradas nas amostras e as análises de 
imunofluorescência indicaram a presença de CRIg em macrófagos CD68+ mas não 
encontraram em CD3+, CD31+ (células endoteliais) e CK-18+ (células epiteliais) 
(LIAO et al., 2014). 
O aumento da expressão de VSIG4/CRIg foi correlacionado com doenças. 
Entretanto, não foi relatado em literatura associação dos polimorfismos desse gene 






































3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
Esse trabalho constituiu-se de um estudo de associação, caso-controle e 
retrospectivo, realizado no Laboratório de Imunopatologia Molecular do Hospital de 
Clínicas da Universidade Federal do Paraná - HC/UFPR. O estudo foi realizado após 
aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa em Seres Humanos do Setor de Ciências 
da Saúde da UFPR de acordo com os pareceres consubstanciados do nº 218.104 e 






3.1.1  Pacientes 
 
 
As amostras foram obtidas a partir de pacientes com hanseníase, de duas 
cidades distintas, Curitiba- PR, na Região Sul (Serviço de Dermatologia do HC – 
UFPR e Centro Regional de Especialidades Metropolitano - CRE 
METROPOLITANO) e Sinop-MT, na Região Centro-Oeste (Centro de Referência em 
Hanseníase e Tuberculose da Prefeitura Municipal). Foram coletadas um total de 
361 amostras de pacientes com diagnóstico clínico de hanseníase, sendo 191 de 
Curitiba e Região Metropolitana e 170 de Sinop-MT. Foram incluídos neste estudo 
indivíduos maiores de 18 anos, com diagnóstico clínico da hanseníase, que 
apresentaram uma ou mais das seguintes características: lesão(ões) de pele com 
alteração de sensibilidade, acometimento de nervo(s) com espessamento neural e 
baciloscopia positiva. Indivíduos sem a forma clínica da hanseníase especificada 








3.1.2 Grupo Controle 
 
 
O grupo controle foi obtido no Centro de Hematologia e Hemoterapia do 
Paraná – HEMEPAR e no Centro de Referência em Hanseníase e Tuberculose da 
Prefeitura Municipal de Sinop-MT. Foram coletadas 289 amostras de indivíduos 
saudáveis, sendo 177 doadores voluntários de sangue e 121 indivíduos sem 
hanseníase que cohabitam com pacientes hansenianos. Foram excluídos deste 
estudo indivíduos menores de 18 anos. 
Os controles foram pareados por sexo, idade e grupo étnico com os 
pacientes incluídos neste trabalho.  
 
 
3.1.3 Dados demográficos e formas clínicas da hanseníase 
 
 
A origem étnica dos indivíduos foi definida através do questionamento aberto 
em relação a sua ascendência e dos aspectos físicos observados em cada 
indivíduo, como a cor da pele.  
Foram incluídos neste estudo 368 indíviduos de Curitiba-PR e 291 indivíduos 
de Sinop-MT. Os dados demográficos dos indivíduos dos grupos controle e 
pacientes estão demonstrados na tabela 1.  
 





N = 368 
Sinop-MT 




N = 177 (%) 
Pacientes 
N = 191 (%) 
Grupo controle                       
N = 121 (%) 
Pacientes 







  71 (40,1) 
117 (61,3) 
 




  87 (51,2) 
 
  83 (48,8) 
Idade 
(Média) 
 42 51 46 48 
Grupo 
Étnico 
Euro-brasileiro 146 (82,5) 157 (82,2) 72 (59,5) 109 (64,1) 




0  1 (0,8)     2 (1,2%) 
Legenda: N = número de amostras. 
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Em relação às formas clínicas dos pacientes com hanseníase de Curitiba a 
maior frequência observada, 59,7% (114/191) foi a forma virchowiana. As 
frequências observadas das demais formas clínicas foram, 14,7% (28/191) dimorfa, 
7,8% (15/191) tuberculoide e 5,8% (11/191) indeterminada. Não foi especificada a 
forma clínica de 12% (23/191) pacientes (Figura 16). 
Em Sinop, a forma clínica observada com a maior frequência, 75,3% 
(128/170) foi a dimorfa, seguida de, 14,7% (25/170) virchowiana, 7,6% (13/170)  
tuberculoide e 1,2% (2/170) indeterminada. Não foi especificada a forma clínica de 








                  









                       











3.2.1 Coleta de amostras 
 
 
As coletas foram realizadas após explanação sobre a pesquisa, 
esclarecimento de dúvidas e assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido - TCLE (anexos III e IV). As amostras foram obtidas pela coleta de 5 mL 
de sangue venoso periférico em um tubo com anticoagulante 
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 5 mL em um tubo sem anticoagulante. Os tubos 
foram centrifugados por 10 minutos a 1.164G (Centrífuga Eppendorf 5416, 
Hamburgo, Alemanha). As amostras coletadas sem anticoagulantes foram 
separadas em três alíquotas de soro, identificadas e armazenadas em freezer a -
80ºC. As amostras coletadas com EDTA foram separadas em três alíquotas de 
plasma e uma alíquota da camada leuco-plaquetária (buffy-coat), identificadas e 
armazenadas em freezer a -80ºC. 
3.2.2 Extração do DNA genômico 
 
 
O DNA genômico foi extraído da camada leuco-plaquetária com o Kit 
comercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) 
de acordo com as orientações do fabricante, seguindo as etapas de lise eritrocitária, 
lise nuclear dos linfócitos, precipitação de proteínas, precipitação e reidratação do 
DNA.  
Em um tubo de microcentrífuga com capacidade para 1,5 mL, adicionou-se 
150 µL de buffy coat e 600 µL de solução de lise celular. Após homogeneização 
adicionou-se 12 µL de proteinase K e o tubo foi incubado à temperatura ambiente 
por 30 minutos. A amostra foi centrifugada a 13.000 x g por 2 minutos. O 
sobrenadante foi removido. Foram adicionados 300 µL da solução de lise nuclear no 
tubo que continha as células ressuspensas, a solução foi homogeneizada e 
incubada a 37°C em estufa por 5 minutos. Foi adicionado 1,5 µL da solução de 
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RNase na parede do tubo e adicionado 100 µL de solução de precipitação proteica 
ao lisado nuclear e foi incubado a 37°C por 5 minutos. O tubo foi agitado 
vigorosamente no agitador Vortex seguido de centrifugação a 13.000 x g por 3 
minutos a temperatura ambiente. Foi observado um sedimento proteico de coloração 
marrom escuro. O sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrífuga de 
1,5 µL, limpo, previamente preenchido com 300 µL de isopropanol gelado. A solução 
foi homogeneizada suavemente até que se formassem fios de DNA visíveis e o tubo 
foi centrifugado a 13.000 x g por 3 minutos. O DNA se torna visível como uma 
pequena massa no fundo do microtubo. O sobrenadante foi descartado e adicionado 
etanol 70% a temperatura ambiente. O tubo foi homogeneizado e centrifugado a 
13.000 G por 3 minutos. O etanol foi descartado e o tubo foi invertido sobre papel 
absorvente até a completa evaporação do etanol. Foi adicionado 50 µL de solução 
de reidratação do DNA. O tubo contendo o DNA extraído foi incubado por 12 horas 
em geladeira a 4°C.  
A concentração das amostras de DNA foi determinada em espectrofotômetro 
NanoDrop 1000 versão 3.7.1 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA) e 
essas foram armazenadas em freezer a -20ºC até a amplificação.  
3.2.3 Reação em Cadeia da Polimerase Sequência Específica (PCR-SSP) 
  
 
A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica relativamente 
simples, altamente sensível e permite a rápida amplificação in vitro de um 
seguimento específico de DNA. São produzidas bilhões de cópias de um fragmento 
específico de DNA. A reação é realizada em sucessivos ciclos de desnaturação da 
dupla fita de DNA, anelamento e extensão de oligonucleotídeos específicos 
(iniciadores) pela ação da enzima Taq DNA polimerase (GARIBYAN; AVASHA, 
2013).  
No método de PCR sequência específica (PCR-SSP) são utilizados 
iniciadores que consistem de 18 a 25 nucleotídeos desenvolvidos para o último 
nucleotídeo (5´) seja complementar aos nucleotídeos variantes de interesse da fita-
molde. A genotipagem SSP baseia-se na premissa de que, se não houver 
complementaridade perfeita entre o último nucleotídeo do iniciador e a fita-molde, 
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não há amplificação da sequência desejada, permitindo a genotipagem dos SNPs do 
gene candidato VSIG4 na população estudada.  
3.2.3.1 PCR-SSP do gene VSIG4 
 
A técnica de PCR-SSP foi associada com a PCR touchdown para aumentar 
a especificidade e a sensibilidade, otimizando a reação. A PCR touchdown consiste 
em reduzir a temperatura de anelamento entre os ciclos da PCR partindo da uma 
temperatura acima da temperatura de pareamento calculada para os iniciadores (T 
melting ou Tm) (KORBIE; MATTICK, 2008).  
Nesse estudo foram analisados seis SNPs do gene VSIg4:  
Promotor rs2284705 (g.3697T>A), -1431 
rs5964489 (g.4443G>C), -685 
Intron 1 rs5964488 (g.11199A>G), +6069 
Exon 2 rs34581041 (g.11562C>T, p.R108W), +6432  
Intron 3 rs5964487 (g.15364T>C), +10234 
   rs9887348 (g.16029A>G), +10899 
O gene VSIG4 é altamente conservado (99% de homologia entre o cDNA do 
homem e do chimpanzé (Pan troglodytes), com razão dN/dS de 31,6%, e 88% de 
homologia entre o cDNA do homem e do sagui de tufos brancos (Callithrix jacchus), 
com dN/dS de 34,8% (CUNNINGHAM et al., 2015. Disponível em < http://www. 
ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Compara_Ortholog?db=core;g=ENSG000001556
59;r=X:66021738-66040125> Acesso em 12/05/15). 
Por esta razão, selecionou-se SNPs em regiões não codificadoras, não tão 
conservadas. Dentre estes, selecionamos SNPs que possivelmente alteram 
regulação da expressão gênica, no promotor. Dentre os dois SNPs selecionados, o  
                                                 

 As razões dN/dS abaixo de 1 (ou 100%) implicam que, em qualquer uma das três posições de um  
códon do gene, substituições não sinônimas (dN) são menos comuns (no caso de VSIG4, muito 
menos comuns) que as substituições sinônimas (dS), que não alteram o aminoácido na proteína. Este 
é um forte indício de seleção purificadora, ou seja, substituições de aminoácido não são toleradas no 





-685 é comum na população europeia (G = 85%, C = 15%). Também selecionou-se 
SNPs intrônicos comuns na população europeia (intron 1_+6069, A = 85%, G = 15%; 
intron3_+10234, T = 86%, C = 14%; intron3_+10.899, A = 85%, G = 15%), que 
possivelmente interferem no processamento alternativo do exon 3 no pré-mRNA, 
modulando a sua inclusão ou exclusão e gerando, portanto, diferentes isoformas da 
proteína. 
Também selecionou-se um SNP não sinônimo no exon 2 (rs34581041, exon 
2_+6432), polimorfo na população africana (C = 99%, T = 1%). Este SNP causa a 
substituição do aminoácido arginina por triptofano na posição 108 do domínio IgV. 
da proteína CRIg (R108W)(KUMAR et al., 2009). Embora não hajam estudos 
funcionais com a proteína alterada, até o momento, é possível que seja deletéria, de 
acordo com a predição fornecida pelo algoritmo SIFT (SIFT = 0,03; CUNNINGHAM 
et al., 2015. Disponível em: <http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Mapp 
ings?db=core;r=X:66033064-66034064;v=rs34581041;vdb=variation;vf=11065911 >. 
Acesso em 12/05/15), alterando a função da isoforma VSIG4 – 003. Os iniciadores 
direto e reverso (Tabela 2) foram desenhados de acordo com a sequência do locus 
do gene VSIG4  66.021.738-66.040.125 no cromossomo X, e amplificam fragmentos 
de 792 pares de base (pb), com os iniciadores que acoplam na região promotora, 
412 pb ao intron 1 e exon 2 e 768 pb ao intron 3 (Figuras 17 e 18). 
 













1 Promotor -1431 
rs2284705 Fwd 
5'-TGG TGT AGT GGT GAT AGG GTG T-3' 792 




5'-TCA CTT TCT ACA ATG GCT CCA CCT C-3'  





5'-GTG ATA GAA AGA AAG TTG AGT GGC A-3' 412 





5'-TGA CTT CAC ACG TGT AGT GGC TCC G-3'  
8 +6432 5'-TGA CTT CAC ACG TGT AGT GGC TCC A-3'  
9 
Intron 3 +10234 
rs5964487 Fwd 
5'-CCT CAA ACC TGT TAG AAA ACA T-3' 768 




5'-GAC ATG AGA AAA CCA TAA GCT C-3'  
12  +10899 5'-GAC ATG AGA AAA CCA TAA GCT T-3'  


































FIGURA 17 - REGIÕES DO ACOPLAMENTO DOS INICIADORES DA PCR-SSP NO GENE VSIG4  
LEGENDA: f – iniciador direto; r – iniciador reverso.  
NOTA: As regiões de hibridação de cada iniciador estão em destaque e coloridas. 
FONTE: CUNNINGHAM et al., 2015. Disponível em: <http: http://www.ensembl. org/ Homo sapiens/ 
Gene/Sequence?  db=core; g=ENSG00000155659;r=X:66021738-66040125;t=ENST00000374737>. 
Acesso em 10/04/ 2015. 
 
 
       promotor 
      intron 1 









       
FIGURA 18 - SNPs DO GENE VSIG4 E PROTEÍNA CRIg 
LEGENDA: SP – peptídeo sinal; IgV – domínio extracelular de Ig tipo V; IgC2 – domínio extracelular 
de Ig tipo C2; TM – região transmembranar. 
 
 
Para cada reação de PCR utilizou-se de 50 a 100 ng de DNA genômico. A 
solução de reação foi preparada com tampão coral (Invitrogen Life Technologies, 
Carlsbad, CA, Estados Unidos), glicerol, MgCl2, deoxinucleotídeo trifosfatado 
(dNTP), iniciadores (Eurofins MWG Operon, CA, Estados Unidos),  Taq DNA 
polimerase  (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Para 
amplificação do alelo G no intron 1_+6069, +6432 foi utilizada a solução Q 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) para aumentar a 
especificidade da reação.  
Para cada amostra foram realizadas quatro reações de PCR-SSP para o 
promotor, intron1/exon2 e intron3, totalizando 12 reações. A PCR-SSP foi realizada 
em termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, CA, Estados Unidos) em 30-35 
ciclos, temperatura de desnaturação de 94ºC por 20 segundos, e temperatura de 
extensão de 72ºC por 30 segundos. Em todas as reações de PCR, foram incluídos 
controles endógenos, controles positivos e controles negativos que são soluções de 
reação completas, sem o DNA. Para controle da reação de PCR, foi utilizado um 
controle endógeno específico, que consiste em um par de iniciadores genéricos, 
compatíveis com os iniciadores da PCR-SSP, que amplificam uma sequência 
específica não variável de um gene. O controle endógeno deve amplificar em todas 





controle positivo é constituído de uma amostra com genótipo conhecido, sendo 
utilizado para controle da genotipagem. 
 As temperaturas de anelamento foram diferentes para cada reação, com 
diminuição da temperatura a cada 10-15 ciclos (PCR touchdown) para aumentar a 
especificidade e a sensibilidade, conforme descrito a seguir: 
- Promotor_-1431,-685: 10 ciclos a 66ºC, 10 ciclos a 64ºC, 10 ciclos a 62ºC; 
- Intron1/Exon2_+6069, +6432: 10 ciclos a 70ºC, 15 ciclos a 68ºC, 10 ciclos 66ºC; 
- Intron3_+10234,+10899: 10 ciclos a 65ºC, 10 ciclos a 63ºc, 15 ciclos a 61ºC. 
A concentração e o volume dos reagentes utilizados para cada PCR estão 
listados nas tabelas 3, 4 e 5.  
 
TABELA 3 - CÁLCULOS DA REAÇÃO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICAÇÃO DO FRAGMENTO -
1431, -685 DO PROMOTOR DO GENE VSIG4 
Reagente [Inicial] [Final] Volume (µL) 
Tampão coral (x) 10 1 1,5 
Glicerol 10% 2,0% 3 
MgCl2 (mM) 25 0,1 0,06 
dNTP (mM) 25 0,2 0,12 
Iniciador HGHr 10 0,15 0,225 
Iniciador HGHf 10 0,15 0,225 
Iniciador VSIG4 Prom_-1431Tf/Af (µM) 10 0,2 0,3 
Iniciador VSIG4 Prom_-685Cr/Gr (µM) 10 0,2 0,3 
Taq Invitrogen Platinum (U/µl) 5 0,04 0,12 
DNA   1 
H20   8,15 
Total   15 
Produtos esperados:   
VSIG4 Prom_-1431, -685 792 pb   
HGH (controle endógeno) 431 pb   
NOTA: [Inicial] = concentração inicial; [Final] = concentração final; f = direto; r = reverso; HGH = 












TABELA 4 - CÁLCULOS DA REAÇÃO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICAÇÃO DO FRAGMENTO 
+6069, +6432 DO INTRON 1 - EXON 2 DO GENE VSIG4 
(a) Genotipagem para os alelos A (+6069), C e T (+6432)  
 
Reagentes [Inicial] [Final] Volume (µL) 
Tampão coral (x) 10 1 1,5 
Glicerol (%) 10% 2,5% 3,75 
MgCl2 (mM) 0 0 0 
dNTP (mM) 25 0,2 0,12 
Iniciador VSIG4 In1_+6069 Af 10 0,7 1,05 
Iniciador Ex2_+6432 Cr/Tr 10 0,7 1,05 
Iniciador GH1_f 10 0,06 0,09 
Iniciador GH1_r 10 0,06 0,09 
Taq Invitrogen (U/µL) 5 0,05 0,15 
DNA   1 
H20   6,2 
Total   15 
 
(b) Genotipagem para os alelos G (+6069) e T (+6432) 
 
Reagentes [Inicial] [Final] Volume (µL) 
Tampão coral (x) 10 1 1,5 
Glicerol (%) 10% 0,0% 0 
MgCl2 (mM) 0 0 0 
dNTP (mM) 25 0,2 0,12 
Iniciador VSIG4 In1_+6069Gf 10 0,2 0,3 
Iniciador VSIG4 Ex2_+6432Tr 10 0,2 0,3 
Iniciador GH1_f 10 0,04 0,06 
Iniciador GH1_r 10 0,04 0,06 
Solução Q 5 0,25 0,75 
Taq Invitrogen Platinum (U/µL) 5 0,03 0,09 
DNA   1 
H20   10,82 
Total   15 
Produtos esperados:    
GH1 (controle endógeno) 690 pb  
VSIG4 In1, Ex2_+6069,+6432 412 pb  
NOTA: [Inicial] = concentração inicial; [Final] = concentração final; f = direto; r = reverso; GH1 = 
Hormônio do crescimento humano; GH1f = 5' GTGGTCAGAGCCCCCGGGCAGCACA 3'; 












TABELA 5 - CÁLCULOS DA REAÇÃO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICAÇÃO DO FRAGMENTO 
+10234,+10899 DO INTRON 3 DO GENE VSIG4 
 
(a) Genotipagem para o alelo T (+10234) 
 
Reagentes [Inicial] [Final] Volume (µL) 
Tampão coral (x) 10 1 1,5 
Glicerol (%) 10% 2,35% 3,525 
MgCl2 (mM) 25 0,4 0,24 
dNTP (mM) 25 0,2 0,12 
Iniciador VSIG4 In3_+10234 Tf (µM) 10 1 1,5 
Inicador VSIG4 In3_+10899 Gr/Ar (µM) 10 1 1,5 
Iniciador Promf (MBL) 10 0,125 0,19 
Iniciador rev+270 (MBL) 10 0,125 0,19 
Taq Invitrogen (U/µL) 5 0,05 0,15 
DNA   1 
H20   5,09 
Total   15 
 
(b) Genotipagem para o alelo C (+10234) 
 
Reagentes [Inicial] [Final] Volume (µL) 
Tampão coral (x) 10 1 1,50 
Glicerol (%) 10% 2,35% 3,53 
MgCl2 (mM) 25 0,4 0,24 
dNTP (mM) 25 0,2 0,12 
Iniciador VSIG4 In3_+10234 Cf (µM) 10 0,5 0,75 
Iniciador VSIG4 In3_+10899 Gr/Ar (µM) 10 0,5 0,75 
Iniciador Promf (MBL) 10 0,125 0,19 
Iniciador rev+270 (MBL) 10 0,125 0,00 
Taq Invitrogen (U/µL) 5 0,05 0,15 
DNA   1,00 
H20   6,78 
Total   15 
Produtos esperados:   
Prom f -> rev+270 (MBL) (controle endógeno) 1059 pb 
VSIG4 In3_+10234, +10899 768 pb 
NOTA: [Inicial] = concentração inicial; [Final] = concentração final; f = direto; r = reverso; MBL = 
Lectina ligante de Manose; Promf (MBL) = 5' GGCCAACGTAGTAAGAAATTTCCAGAGA 3'; 
rev+270 (MBL) = 5' GAGGGAGTGATGGAAACAGGGACA 3'.  
 
A análise dos resultados da amplificação foi realizada através de eletroforese 
em gel de agarose a 1,5%. A interpretação foi baseada no padrão de bandas 
coradas com corante Sybr®Safe (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA), as 
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quais são fluorescentes sob luz azul. Os produtos amplificados foram comparados 
com marcador de peso molecular de 100 pb (KASVI, Curitiba, Paraná, Brasil).  
Os padrões eletroforéticos da PCR-SSP para o gene VSIG4 estão 





INTERPRETAÇÃO: tamanho do fragmento: promotor = 792 pb; controle endógeno = 431 pb.  
Interpretação dos genótipos: 1= TG; 2 = TC; 3 = TG/AC; 4 = TG; 5 = TG; 6 = TG, 
C+ = TG/TC. 
 
(b) Intron1 - Exon2_-+6069,+6432 
  
 
INTERPRETAÇÃO: Tamanho do fragmento: intron 1 – exon 2 = 412 pb; controle endógeno = 690 pb . 
Interpretação dos genótipos: 1 = AC; 2= AC; 3 = AC/GC; 4 = GC; C+ = GT. 





INTERPRETAÇÃO: Tamanho do fragmento: intron 3 = 768 pb; controle endógeno = 1059 pb.  
Interpretação dos genótipos: 1 = CG; 2 = TA; 3 = TA/CG; C+ = CG. 
FIGURA 19 - PADRÃO ELETROFORÉTICO DA PCR-SSP REALIZADA PARA O GENE VSIg4  
LEGENDA: C+, controle positivo; C-, controle negativo; f, iniciador direto; r, iniciador reverso; L, 
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3.3  ANÁLISE DA ASSOCIAÇÃO DOS GENES VSIG4, FCN1 e FCN2 
 
 
Neste estudo foram utilizados os resultados de genotipagem de FCN1 e 
FCN2 do complemento, obtidos anteriormente pela equipe do LIPM. As associações 
encontradas para o VSIG4 foram corrigidas pela presença/ausência de 
polimorfismos dos genes FCN1 e FCN2, previamente associados com a hanseníase 
(MESSIAS-REASON et al.,  2009; BOLDT et al., 2013b). 
 
 
3.4  MARCADORES PARA VÍRUS DA HEPATITE B 
 
 
Neste trabalho foram utilizados os resultados dos marcadores para o vírus 
HBV previamente descritos (LEITÃO et al., 2014). Como critério de coinfecção 
hanseníase e hepatite B foi considerado resultado reagente para HBsAg somente ou 
a presença de anti-HBc e anti-HBs. Foram analisados 185 pacientes com 
hanseníase e 177 controles de Curitiba.  
 
 
3.5  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
As frequências genotípicas e haplotípicas foram estimadas pela contagem 
direta. As frequências genotípicas esperadas foram calculadas utilizando-se as 






As frequências observadas e esperadas foram analisadas pelo teste do qui-
quadrado para determinar a hipótese do equilíbrio de Hardy e Weinberg (HW) em 
homens e mulheres (P<0,05). Em mulheres, a hipótese de equilíbrio de HW foi 
p = 2 x♀ AA + ♀ Aa + ♂ A 
                    2 x ♀ + ♂  
 q = 2 x♀ aa + ♀ Aa + ♂ a 
                    2 x ♀ + ♂  
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verificada segundo Guo e Thompson (1992) no programa ARLEQUIN versão 3.5 
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). As frequências haplotípicas foram determinadas por 
contagem direta e comparadas com as frequências obtidas pelo algoritmo de 
máxima expectativa no programa HAPSTAT versão 2.0 (LIN et al., 2008). 
Para as análises de associação foram realizados testes de independência 
entre as variáveis utilizando-se os testes do qui-quadrado com correção de Yates ou 
teste exato de Fisher bicaudal. Quando apropriado, foi calculado o odds ratio, com 
intervalo de confiança de 95%. Valores de P menores que 0,05 foram considerados 
significativos.   
O teste da homogeneidade entre a distribuição de genótipos e haplótipos dos 
grupos investigados foram avaliadas utilizando-se os testes exatos propostos por 
Raymond e Rousset (1996), no pacote de programas ARLEQUIN versão 3.5 
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Para as análises de associação dos haplótipos, foi 
realizado o teste exato de Fisher bicaudal e regressão logística binária, com o 
programa estatístico STATA versão 9.2. O desequilíbrio de ligação foi determinado 
com o programa HAPLOVIEW versão 4.2 (BARRET et al., 2005). A árvora 
filogenética do VSIG4 foi construída com o programa MEGA6 (TAMURA et al., 
2013). As análises in silico dos polimorfismos de VSIG4 associados com 
hanseníase, foram realizadas pelos programas estatísticos Human Splicing Finder - 



















4.1  EQUILÍBRIO DE HARDY E WEINBERG 
 
 
Os grupos controle da população de Curitiba e de Sinop encontram-se em 
equilíbrio de Hardy e Weinberg (HW) para a região promotora (Curitiba P=0,385; 
Sinop P=0,330), intron 1 – exon2 (Curitiba P=0,071; Sinop P=0,547) e intron 3 
(Curitiba P=0,217; Sinop P=0,548). Nos pacientes de Curitiba, foi encontrado um 
desvio significativo do equilíbrio quando os SNPs na região promotora foram 
avaliados, provavelmente devido a ausência de TC/TC em homozigotas e o excesso 
de TC observado em hemizigotos (P=0,017), e no intron 3, provavelmente devido a 
deficiência de CG/CG em homozigotas e excesso de CG em hemizigotos (P=0,024). 
Nos pacientes de Sinop, um desvio significativo ocorreu no intron 1 – exon 2, 
provavelmente devido o excesso de GC/GC em homozigotas e à deficiência de GC 
em hemizigotos (P<0,0001). 
A análise do equilíbrio de HW para os haplótipos completos em mulheres 
(GUO; THOMPSON, 1992), apresentou um desvio significativo em pacientes de 
Sinop (P<0,0001), similar ao calculado em homens e mulheres para o intron 1 – 
exon 2. As frequências haplotípicas em pacientes femininas de Curitiba encontram-
se em equilíbrio de HW. 
A rejeição da hipótese de HW em pacientes sugere uma possível associação 
dos polimorfismos estudados com hanseníase. A possibilidade de erro de 
genotipagem é mínima em razão do uso de controles endógenos e repetição da 
PCR-SSP quando necessário. 
 
 
4.2 DIFERENCIAÇÃO POPULACIONAL 
 
 
As frequências alélicas e haplotípicas dos quatro grupos do presente estudo 
foram analisadas pelo teste exato de Raymond e Rousset (1995) e foi observada 
uma diferenciação populacional entre os pacientes de Curitiba e pacientes de Sinop 
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e entre os controles de Curitiba e controles de Sinop (Tabela 6). O fato do grupo de 
pacientes de Curitiba e controles de Sinop serem considerados semelhantes 
(P=0,28284) sugere um possível viés na heterogeneidade das amostras.  
 
TABELA 6 – DIFERENCIAÇÃO POPULACIONAL (P ± DESVIO PADRÃO)* 
 
NOTA: Em destaque (negrito) = populações homogêneas. *Teste exato de Raymond e Rousset 
(1995). 
 
Considerando os grupos étnicos euro-brasileiros e afro-brasileiros, foi 
observada heterogeneidade populacional entre os pacientes de Curitiba e pacientes 
de Sinop (P=0,00000±0,0000) e entre os controles de Curitiba e controles de Sinop 
(P=0,00000±0,0000).  
Devido às diferenças populacionais, as análises subsequentes foram 
realizadas em dois grupos distintos, um grupo incluindo controles e pacientes de 
Curitiba e outro grupo incluindo controles e pacientes de Sinop. 
 
 




 Os SNPs do promotor (-685), intron 1 (+6069) e intron 3 (+10234, +10899) do 
gene VSIG4 apresentaram forte desequilíbrio de ligação em pacientes e controles, 
euro- e afro-brasileiros (LOD≥2, D’=1 ou LOD≥2 e D’ entre 0 e 1), justificando a 
análise em haplótipos de cada um dos grupos (promotor, intron 1 e intron 3). Os 
SNPs -1431 (rs2284705) da região promotora e +6432 (rs34581041) do exon 2 não 
foram analisados, o primeiro porque o alelo T é monomórfico nas duas populações 
estudadas e o segundo porque o alelo T foi observado em apenas dois indivíduos 
(um controle e um paciente), ambos de Curitiba (Figura 20). 
 Pacientes Curitiba Pacientes Sinop Controles Curitiba 
Pacientes Sinop 0,00000    
Controles Curitiba 0,01319 (±0,0017) 0,00000   
Controles Sinop   0,28284 (±0,0139) 0,00029 (±0,0003)   0,02798 (±0,0029) 
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FIGURA 20 - DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE OS SNPs DO GENE VSIG4 EM CURITIBA E 
SINOP 
LEGENDA: prom = promotor; in1 = intron 1; in3 = intron 3; tons de rosa = LOD≥2 e D’<1; vermelho = 
LOD≥2 e D’=1; LOD =Log of the likelihood odds ratio score. 
NOTA: LOD≥2 = desequilíbrio de ligação significativo; D’=0 sem desequilíbrio de ligação; D’=1 
desequilibrio de ligação absoluto; foi utilizado o programa HAPLOVIEW versão 4.2. Os SNPs 
1 e 4,  -1431 (rs2284705) da região promotora e +6432 (rs34581041) do exon 2, 
respectivamente, não foram analisados, o primeiro porque o alelo T é monomórfico nas duas 
populações estudadas e o segundo porque o alelo T foi observado em apenas dois indivíduos 
(um controle e um paciente), ambos de Curitiba. 










4.4. FREQUÊNCIAS DA COMBINAÇÃO DE HAPLÓTIPOS E ASSOCIAÇÃO DOS 
POLIMORFISMOS COM HANSENÍASE POR REGIÃO DO GENE VSIG4 
 
 
As frequências genotípicas dos polimorfimos do gene VSIG4 no promotor, 
intron 1 – exon 2 e intron 3 foram determinadas por contagem direta. O alelo T na 
posição -1431 é monomórfico nas populações estudadas. A frequência observada 
do haplótipo GC do intron 1 – exon 2 em pacientes de Curitiba do sexo masculino 
(35/117 ou 30%) foi significativamente maior em relação ao grupo controle (15/106 
ou 14,1%), com OR=2,6 [IC95%=1.3-5.1], P=0,006. Similarmente, foi observada 
diferença significativa entre as pacientes homozigotas GC/GC de Sinop (23/83 ou 
27,7%) em relação as mulheres do grupo controle (6/67 ou 9%), com OR=3,9 
[IC95%=1,5-10,2], P=0,004, constituindo um fator de suscetibilidade à hanseníase. A 
frequência do haplótipo CG do intron 3 em pacientes de Curitiba do sexo masculino 
(36/117 ou 30,8%) foi significativamente maior em relação aos controles (18/107 ou 
16,8%), com OR=2,2 [IC95%=1,2-4,2], P=0,012, constituindo um fator de 
suscetibilidade à hanseníase (Tabela 7).  
 
 
4.4. SEQUÊNCIA DOS PASSOS MUTACIONAIS E ÁRVORE FILOGENÉTICA DOS 
HAPLÓTIPOS DO GENE VSIG4  
 
  
Os seis SNPs do gene VSIG4 identificados compõem nove diferentes 
haplótipos: TCACCG, TCGCCG, TCGCTA, TCACTA, TCGTCG, TGACTA, 
TGGCTA, TGGCCG, TGACCG. A sequência dos passos mutacionais dos haplótipos 
do gene VSIG4 foi elaborada a partir do provável ancestral africano TCGCCG. Os 
alelos mais comuns encontrados em africanos foram considerados para definir o 
haplótipo ancestral (CUNNINGHAM et al., 2015) (Tabela 8). 
Mutações ocorridas no haplótipo ancestral africano provavelmente formaram 
os haplótipos TGGCCG, TGGCTA, TGACTA e TCGTCG. Os haplótipos TCGCTA e 
TGACCG provavelmente foram originados após a recombinação gênica entre os 
haplótipos TGACTA e TCGCCG. O haplótipo TCACCG pode ter sido originado após 
recombinação gênica entre os haplótipos recombinantes TCGCTA e TGACCG ou 
por mutação recorrente a partir do haplótipo TGACCG (Figura 21). 
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TABELA 7 - FREQUÊNCIA GENOTÍPICA (%) DO VSIG4 NO PROMOTOR, INTRON 1 – EXON 2 E 









  N= 248 
Pacientes 
     N = 265 
Promotor F TG/TG 67,6 72,9 n.s. n.a. 
-1431,-685  TG/TC 28,2 27,1 n.s. n.a. 
  TC/TC 4,2 0 n.s. n.a. 
 M TG 84,9 76,1 n.s. n.a. 
  TC 15,1 23,9 n.s. n.a. 
Intron 1 - Exon 2 F AC/AC 62,0 64,9 n.s. n.a. 
+6069,+6432  AC/GC 33,8 29,7 n.s. n.a. 
  GC/GC 4,2 4,1 n.s. n.a. 
  AC/GT 0 1,3 n.s. n.a. 
 M AC 85,0 69,2 n.s. n.a. 
  GC 14,1 30,0 0,006 2,6 [1,3-5,1] 
  GT 0,9 0,8 n.s. n.a. 
Intron 3 F TA/TA 67,6 64,9 n.s. n.a. 
+10234,+10899  TA/CG 26,8 32,4 n.s. n.a. 
  CG/CG 5,6 2,7 n.s. n.a. 
 M TA 83,0 69,2 n.s. n.a. 
  CG 17,0 30,8 0,012 2,2 [1,2-4,2] 
 
(b) Sinop                                                                                                                      








Promotor F TG/TG 61,1 51,8 n.s. n.a. 
-1431,-685  TG/TC 31,3 39,8 n.s. n.a. 
  TC/TC 7,5 8,4 n.s. n.a. 
 M TG 75,9 75,9 n.s. n.a. 
  TC 24,1 24,1 n.s. n.a. 
Intron1 - Exon2 F AC/AC 53,7 42,2 n.s. n.a. 
+6069,+6432  AC/GC 37,3 30,1 n.s. n.a. 
  GC/GC 9,0 27,7 0,004 3,9 [1,5-10,2] 
 M AC 74,1 71,3 n.s. n.a. 
  GC 25,9 28,7 n.s. n.a. 
Intron3 F TA/TA 53,7 44,6 n.s. n.a. 
+10234,+10899  TA/CG 37,1 39,8 n.s. n.a. 
  CG/CG 9,0 15,7 n.s. n.a. 
 M TA 74,1 72,4 n.s. n.a. 
  CG 25,9 27,6 n.s. n.a. 
LEGENDA: N = número de cromossomos; OR = razão de chances; IC = intervalo de confiança; F = 
feminino; M = masculino; n.s. = não significativo; n.a. = não aplicável.  





TABELA 8 – FREQUÊNCIAS ALÉLICAS DO GENE VSIG4 EM EURO- E AFRO-BRASILEIROS DE CURITIBA E SINOP, E EM OUTRAS POPULAÇÕES 





























rs2284705 A 0 0 0 0 7 (28) 0 0 0 0 
rs59664489 C 13,7 (28) 27,9 (12) 22,2 (26) 26,1 (18) 0 74 (99) 5 (1) 16 (15) 20 (25) 
rs5964488 G 17,5 (36) 23,3 (10) 25,7 (30) 30,4 (21) 0 94 (125) 5 (1) 19 (17) 20 (25) 
rs34581041 T 0,5 (1) 0 0 0 0 2 (3) 0 0 0 
rs5964487 C 17,1 (35) 30,2 (13) 25,7 (30) 30,4 (21) 0 94 (125) 5 (1) 19 (17) 19 (24) 
rs9887348 G 17,1 (35) 30,2 (13) 25,7 (30) 30,4 (21) 0 94 (125) 5 (1) 19 (17) 20 (25) 
LEGENDA: N = número de cromossomos; Euro = euro-brasileiros; Afro = afro-brasileiros; ASN = asiáticos; YRI = Yoruba, Nigéra; IBS = Espanha; CLM = Medelin, Colômbia; 
CEU = Utah, Europeus. 







































































FIGURA 21 – SEQUÊNCIA DOS PASSOS MUTACIONAIS DOS HAPLÓTIPOS DO GENE VSIG4 A 
PARTIR DO (a) ANCESTRAL AFRICANO E (b,c) POR RECOMBINAÇÃO 
LEGENDA: 1 a 8 = exons do gene VSIG4; em azul = exon alternativo 3. 
NOTA: (?) = a provável origem do haplótipo TCACCG pode ser decorrente de recombinação gênica 
ou mutação recorrente. 
 
 
Neste trabalho propomos uma nomenclatura filogenética provisória 
(necessário fazer sequenciamento para considerar definitiva) (NEBERT, 2002), para 
os cinco haplótipos mais comuns formados a partir dos SNPs estudados. Esta 
nomenclatura foi sugerida a partir da construção de uma árvore genética baseada 
em máxima verossimilhança, excluindo-se os haplótipos recombinantes. O haplótipo 
considerado ancestral TCGCCG recebe o número *1, os haplótipos derivados 
recebem o número *2 e os descendentes destes são representados por letras e 
números subsequentes, *2A no lugar de TCGTCG, *2B no lugar de TGGCCG, *2B1 























FIGURA 22 – NOMENCLATURA FILOGENÉTICA PROPOSTA PARA OS HAPLÓTIPOS DO GENE 
VSIG4 
NOTA: a história evolutiva foi inferida pelo uso do método de máxima verossimilhanca baseado no 
modelo de Tamura & Nei (1993) através do programa MEGA6 (Tamura et al., 2013). A árvore 
com o maior probabilidade logarítmica (log -17212.9370) é demonstrada. 
FONTE: O autor. 
 
 
4.5. FREQUÊNCIAS DOS HAPLÓTIPOS COMPLETOS DO GENE VSIG4  
 
  
As frequências haplotípicas obtidas por contagem direta com base na 
amplificação sequência específica e no desequilíbrio de ligação entre as variantes 
foram similares às frequências haplotípicas obtidas com o algoritmo de máxima 
expectativa utilizando programa HAPSTAT e com os algoritmos de máxima 
expectativa e pseudobayesiano utilizando o programa ARLEQUIN.  
Os haplótipos observados com maior frequência foram *2B2 (TGACTA), *1 
(TCGCCG) e *2B (TGGCCG). Foram identificados oito haplótipos na população de 
Curitiba e seis haplótipos na população de Sinop.  Os haplótipos raros *2A 
(TCGTCG) e *1.2B2x2B2.1 (TCACCG) foram observados exclusivamente na 
população de Curitiba, enquanto que o haplótipo *1.2B2A (TCGCTA) foi observado 
exclusivamente nos pacientes de Sinop.  Em indivíduos do sexo feminino não foi 
observado o haplótipo raro *1.2B2x2B2.1 (TCACCG). Os haplótipos *1.2B2x2B2.1 







TABELA 9 - FREQUÊNCIA HAPLOTÍPICA (% ± desvio padrão) DO GENE VSIG4 EM CONTROLES 
E PACIENTES COM HANSENÍASE DE CURITIBA E SINOP 
 
 
LEGENDA: N = número de cromossomos. 
 
 
Considerando o grupo étnico, foram identificados em euro- e afro-brasileiros 
de Curitiba, sete e seis haplótipos, respectivamente. Na população de Sinop, foram 
identificados em euro- e afro-brasileiros, sete e quatro haplótipos, respectivamente. 
Não foi encontrado o haplótipo *2B1 (TGGCTA) em afro-brasileiros de ambas 
populações (Tabela 10). 
Os pacientes foram agrupados em virchowianos e outras formas clínicas de 
hanseníase (tuberculoide, indeterminada e dimorfa) para determinação das 
frequências e análise multivariada. Nos pacientes de Curitiba, foram observados 
cinco haplótipos em virchowianos e três haplótipos nas outras formas clínicas de 
hanseníase (tuberculoide, dimorfa e indeterminada). Nos pacientes de Sinop com 
hanseníase virchowiana e com outras formas clínicas, foram observados quatro e 





















TGACTA *2B2   78,3 (±2,6) 75,5 (±2,6)  72,3 (±3,3) 62,1 (±3,1) 
TCGCCG *1  13,7 (±2,2) 17,3 (±2,3)  22,9 (±3,1) 20,1 (±2,5) 
TGGCCG *2B     2,8 (±1,0)   6,0 (±1,5)    4,2 (±1,5) 11,5 (±2,0) 
TCGCTA *1.2B2a   0 0  0   4,7 (±1,3) 
TCACTA *1.2B2.b     2,0 (±0,9) 0    0,5 (±0,5) 0 
TGGCTA *2B1     1,2 (±0,7)   0,4 (±0,4)  0 0,8 (±0,6) 
TCACCG *1.2B2x2B2.1      0,8 (±0,6) 0  0 0 
TGACCG *2B2.1     0,8 (±0,6) 0  0   0,8 (±0,6) 
TCGTCG *2A    0,4 (±0,4)   0,8 (±0,5)  0 0 
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TABELA 10 - FREQUÊNCIA HAPLOTÍPICA (% ± desvio padrão) DO GENE VSIG4 EM CONTROLES 
E PACIENTES COM HANSENÍASE DE ACORDO COM O GRUPO ÉTNICO EM 



























TGACTA *2B2   80,5 (±2,8) 80,8 (±2,6)  65,1 (±0,7) 46,3 (±7,9) 
TCGCCG *1  12,7 (±2,3) 14,7 (±2,4)  18,6 (±6,0) 31,7 (±7,3) 
TGGCCG *2B     2,4 (±1,1)   3,1 (±1,2)    4,7 (±3.2) 22,0 (±6,5) 
TCACTA *1.2B2b    0,5 (±0,5) 0    4,7 (±3,2) 0 
TGGCTA *2B1     1,9 (±0,8)   0,5 (±0,4)  0 0 
TCACCG *1.2B2x2B2.1    0 0    4,6 (±3,2) 0 
TGACCG *2B2.1    1,5 (±0,8) 0    2,3 (±2,3) 0 
TCGTCG *2A     0,5 (±0,5)   0,9 (±0,6)  0 0 











TGACTA *2B2   73,5 (±4,1) 71,4 (±3,5)  69,6 (±0,5) 42,6 (±5,4) 
TCGCCG *1   21,4 (±3,8) 13,4 (±2,7)  26,1 (±5,3) 33,3 (±5,2) 
TGGCCG *2B   4,3 (±1,9) 7,9 (±2,1)  4,3 (±2,5) 18,4 (±4,3) 
TCGCTA *1.2B2a  0 4,9 (±1,7)  0 5,7 (±2,3) 
TGGCTA *2B1   0 1,2 (±0,8)  0 0 
TGACCG *2B2.1  0 1,2 (±0,8)  0 0 
TCACTA *1.2B2b  0,8 (±0,8) 0  0 0 
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TABELA 11 - FREQUÊNCIA HAPLOTÍPICA (% ± desvio padrão) DO GENE VSIG4 DE ACORDO 
COM A FORMA CLÍNICA DA HANSENÍSASE 
 
LEGENDA: N = número de cromossomos. 








Os haplótipos *2B (TGGCCG) e *1 (TCGCCG) foram associados com 
suscetibilidade à hanseníase, enquanto que o haplótipo *2B2 (TGACTA) foi 
associado com proteção à doença. Todas as análises foram corrigidas pela idade. 
As associações encontradas nas populações de Curitiba e de Sinop serão descritas 
a seguir e estão demonstradas na tabela 12. 
 
 
4.6.1  Associação com suscetibilidade à hanseníase 
 
4.6.1.2 População de Curitiba 
 
Na população de Curitiba, a presença do haplótipo *2B (TGGCCG) foi 
associada com suscetibilidade à hanseníase per se em homens e mulheres 
heterozigotas *2B (TGGCCG)/TCGCCG (OR=5,57 [IC95%=1,15-27,06], P=0,033).  


















TGACTA *2B2   73,5 (±3,6) 79,6 (±4,4)    50 (±8,7) 63,1 (±3,3) 
TCGCCG *1   19,9 (±3,2)   12 (±3,6)  32,3 (±8,1) 18,7 (±2,7) 
TGGCCG *2B     4,6 (±1,7)   8,4 (±3,1)  11,8 (±5,6) 11,2 (±2,2) 
TCGCTA *1.2B2a  0 0    5,9 (±4,1)   4,7 (±1,4) 
TGGCTA *2B1     0,7 (±0,7) 0  0   1,4 (±0,8) 
TCGTCG *2A    1,3 (±0,9) 0  0 0 
TGACCG *2B2.1  0 0  0   0,9 (±0,6) 
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TABELA 12 - ASSOCIAÇÃO DOS HAPLÓTIPOS DO GENE VSIG4 COM HANSENÍASE* 
 
LEGENDA: M = sexo masculino; F = sexo feminino; 18-40a = indivíduos com idade entre 18 e 40 
anos; > 40a = indivíduos com mais de 40 anos; Virchow = pacientes com a forma clínica 
virchowiana; n.s. = não significativo; n.a. = não aplicável. 
NOTA: *Todas as análises foram corrigidas pela idade e significativo se P<0,05; **tendência a 
associação; total = sexo masculino e feminino. Análise de regressão logística realizada com o 
programa estatístico STATA versão 9.2. 
  Curitiba  Sinop 
Haplótipo Grupo P OR [IC95%]  P OR [IC95%] 
Associação de suscetibilidade à hanseníase 
*2B (TGGCCG) excluindo 
mulheres heterozigotas com 
*2B2 (TGACTA) 
Total 
0,045 4,81 [1,04-22,25]  n.s. n.a. 
*2B (TGGCCG)   
*2B (TGGCCG)/*1 (TCGCCG) 
M 
F 
0,033 5,57 [1,15-27,06]  n.s. n.a. 
*2B (TGGCCG) Total 0,061** 2,52 [0,95-6,62]  0,060**   1,6 [0,98-2,61] 
 M 0,066**    4,8 [0,90-26,06]  n.s.   n.a. 
 F n.s. n.a.  0,005 3,69 [1,48-9,20] 
 F (>40a) n.s. n.a.  0,015 3,86 [1,29-11,52] 
*1 (TCGCCG) Total 0,113** 1,56 [0,90-2,71]  n.s. n.a. 




0,038 3,55 [1,07-11,74]  n.s. n.a. 
*1 (TCGCCG) ou 
*2B (TGGCCG) 
Total 
0,035 1,98 [1,05-3,74]  n.s. n.a. 




0,041 3,42 [1,05-11,13]  n.s. n.a. 
 Virchow n.s. n.a.  0,038 2,65 [1,05-6,69] 
Associação de proteção à hanseníase 
*2B2 (TGACTA) Total 0,038 0,52 [0,28-0,96]  0,012 0,47 [0,26-0,85] 
 M 0,022 0,43 [0,21-0,88]  n.s. n.a. 
 M (18-40a) 0,008 0,21 [0,06-0,66]  n.s. n.a. 
 F n.s. n.a.  0,006 0,26 [0,10-0,67] 
 F (>40a) n.s. n.a.  0,019   0,2 [0,05-0,76] 
 Virchow n.s. n.a.  0,082** 0,46 [0,19-1,10] 
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As frequências das mulheres heterozigotas *2B (TGGCCG)/*2B2 (TGACTA) 
não diferiram entre controles e pacientes.  Houve uma tendência de associação com 
a presença/ausência do haplótipo *2B (TGGCCG), incluindo todas as mulheres 
heterozigotas (OR=2,52 [IC95%=0,95-6,62], P=0,061).  
Foi observada uma tendência de associação entre a presença/ausência do 
haplótipo *1 (TCGCCG) com suscetibilidade à hanseníase no grupo de Curitiba 
(OR=1,56 [IC95%=0,90-2,71], P=0,113). Finalmente, foi verificada associação entre 
a presença dos haplótipos *1 (TCGCCG) e *2B (TGGCCG) em indivíduos 
hemizigotos, homozigotos e heterozigotos compostos com suscetibilidade à 
hanseníase (OR=1,98 [IC95%=1,05-3,74], P=0,035). 
Para avaliar se a associação está restrita a um dos sexos ou a uma 
determinada faixa etária, foi feita uma análise multivariada para os grupos masculino 
e feminino, isoladamente. Há uma tendência a associação de suscetibilidade  em 
indivíduos do sexo masculino com o haplótipo *2B (TGGCCG) (OR=4,8 
[IC95%=0,90-26,06], P = 0,066). O haplótipo *1 (TCGCCG), embora não esteja 
associado à hanseníase em indivíduos do sexo masculino de todas as idades 
(OR=1,84 [IC95%=0,84-4,01], P=0,126), apresenta-se associado em homens jovens 
(18 a 40 anos) (OR=3,55 [IC95%=1,07-11,74], P=0,038). Esta associação em 
homens jovens permanece quando os haplótipos *1 (TCGCCG) e *2B (TGGCCG), 
que diferem unicamente na posição -685 do promotor, são reunidos (OR=3,42 
[IC95%=1,05-11,13], P=0,041). Além disso, essa associação ocorre 
independentemente da faixa etária (OR=2,17 [IC95%=1,11-4,24], P=0,024). Não foi 
observada associação nas análises restritas a homens acima de 40 anos. 
Considerando os indivíduos do sexo feminino, não foi observada associação 
entre os polimorfismos e haplótipos de VSIG4 e a hanseníase nos grupos de 
Curitiba. Também não foi observada associação dos haplótipos do gene VSIG4 com 
as formas clínicas da hanseníase na população de Curitiba. 
 
4.6.1.2 População de Sinop 
 
A tendência de associação de suscetibilidade com o haplótipo *2B 
(TGGCCG) que ocorreu na população de Curitiba foi confirmada em Sinop (OR=1,60 
[IC95%=0,98-2,61], P=0,060). Essa associação de suscetibilidade, contudo, foi 
evidenciada somente em mulheres (OR=3,69 [IC95%=1,48-9,20], P=0,005), e 
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especificamente em mulheres acima de 40 anos (OR=3,86 [IC95%=1,29-11,52], 
P=0,015), porem não em homens.  
 Ao contrário do observado na população de Curitiba, não houve associação 
entre a presença/ausência do haplótipo *1 (TCGCCG), mesmo somado à presença 
ou ausência do haplótipo *2B (TGGCCG), com suscetibilidade à hanseníase em 
Sinop.  
Porém, ao contrário de Curitiba, foi observada associação de suscetibilidade 
entre indivíduos portadores dos haplótipos *2B (TGGCCG) ou *1 (TCGCCG) (em 
hemizigose, homozigose ou heterozigose composta) e a hanseníase virchowiana 
(OR=2,65 [IC95%=1,05-6,69], P=0,038).  
 
 
4.6.2 Associação com proteção à hanseníase 
 
4.6.2.1 População de Curitiba 
 
Na população de Curitiba, o haplótipo mais comum *2B2 (TGACTA) foi 
associado com proteção à hanseníase, mesmo após correção por idade, único fator 
demográfico associado (OR=0,52 [IC95%=0,28-0,96], P=0,038). O efeito protetor do 
haplótipo *2B2 (TGACTA) foi encontrado somente em homens (OR=0,43 
[IC95%=0,21-0,88], P=0,022) e em homens jovens (OR=0,21 [IC95%=0,06-0,66], 
P=0,008). 
 
4.6.2.2 População de Sinop 
 
A associação protetora com o haplótipo *2B2 (TGACTA) observada na 
população de Curitiba foi confirmada em Sinop para a população total (OR=0,47 
[IC95%=0,26-0,85], P=0,012), em mulheres (OR=0,26 [IC95%=0,10-0,67], P=0,006) 
e em mulheres com mais de 40 anos (OR=0,2 [IC95%=0,05-0,76], P=0,019). Houve 
uma tendência de associação do haplótipo *2B2 (TGACTA) com a forma clínica 
virchowiana (OR=0,46 [IC95%=0,19-1,10], P=0,082). 




4.7 ANÁLISE IN SILICO DOS POLIMORFISMOS ASSOCIADOS 
 
 
A análise in silico utilizando o programa Human Splicing Finder - HSF 
(DESMET et al., 2009), demonstrou que os polimorfimos do intron 3, rs5964487 
(g.15364T>C) e rs9887348 (g.16029A>G), associados com hanseníase, 
provavelmente alteram o splicing do pré-RNA mensageiro (pré-mRNA), por abolir o 
sítio silenciador de splicing de exon (ESS) (Quadro 3). Não foi detectada alteração 
significativa para o SNP rs596448 (intron 1, g.11199A>G). Provavelmente, este SNP 
não altera os mecanismos de splicing e a associação com hanseníase ocorreu 
devido um efeito carona com o intron 3. 
 




1 - Motif 1 
 
 
Destruição do ESS intrônico 
 
Potencial alteração do splicing 
 













QUADRO 3 – ANÁLISE IN SILICO DOS POLIMORFISMOS rs5964487 E rs9887348  
LEGENDA: ESS = sítio silenciador de splicing de exon. 
NOTA: C e G em vermelho = polimorfismo envolvidos com potencial alteração do splicing. Análise 
realizada com o programa Human Splicing Finder - HSF versão 3.0. 
FONTE: DESMET et al., 2009. 
 
 
A análise dos polimorfismos associados à hanseníase através do programa 
HaploReg permitiu detectar que a substituição T>C na posição +10.234 (rs5964487) 
do gene VSIG4, poderia alterar significativamente o reconhecimento deste sítio pela 
proteína repressora Yin Yang 1 (YY1). Não foram detectadas alterações 




































FIGURA 23 – EFEITO PROPOSTO PARA OS SNPs rs5964487 E rs9887348 NO 
PROCESSAMENTO ALTERNATIVO DO EXON 3 
 
LEGENDA: YY1 = proteína repressora Yin Yang 1; ESS = sítio silenciador de splicing de exon; SP = 
peptídeo sinal; IgV = domínio extracelular de Ig tipo V; IgC2 = domínio extracelular de Ig tipo 
C2; TM = região transmembranar; IC = região intracelular; CRIg = receptor de complemento 
da superfamília das imunoglobulinas; CRIg-L = forma longa do CRIg; CRIg-S = forma curta 
do CRIg. 
NOTAS: (a) YY1 reconhece o ESS ligando-se ao alelo T (rs5964487) no pré-mRNA. O exon 3 é 
transcrito para o RNAm maduro e o domínio IgC2 é expresso, originando as isoformas 
VSIG4 – 001 (CRIg-L) e VSIG4 – 201. (b) os ESS são destruídos com a presença dos 
alelos C e G. A substituição T>C na posição +10.234 (rs5964487) do gene VSIG4, 
possivelmente altera significativamente o reconhecimento deste sítio pela proteína YY1, e o 
exon 3 é reconhecido como intron, resultando na síntese da isoforma curta VSIG4 – 003 
(CRIg-S), sem o domínio IgC2. 






4.8 ASSOCIAÇÃO DO GENE VSIG4 COM RELAÇÃO AOS POLIMORFISMOS 
DOS GENES FCN1 E FCN2 NA POPULAÇÃO DE CURITIBA 
 
 
As associações encontradas para o gene VSIG4 foram corrigidas pela 
presença/ausência de polimorfismos dos genes FCN1 e FCN2 do complemento 
previamente associados com a doença (FCN1*3C1: OR= 0,243 [IC95%= 0,083-
0,71], P = 0,003; FCN2*AGA: OR=0,13 [IC95%=0,03-0,43], P<0,001). Após correção 
para FCN1*3C1, a associação de suscetibilidade com *2B (TGGCCG), sem a 
presença *2B2 (TGACTA), permaneceu como uma tendência (OR=4,73 
[IC95%=0,97-23,01], P=0,054), enquanto a associação com FCN1*3C1 foi perdida 
(P=0,373). Resultado similar é observado considerando-se a somatória de 
indivíduos hemizigotos, homozigotas e heterozigotas compostas com *2B 
(TGGCCG) e/ou *1 (TCGCCG) (OR= 1,79 [IC95%=0,93-3,43], P=0,079 versus 
FCN1*3C1 P=0,301). A tendência permaneceu também com *2B2 (TGACTA) (OR= 
0,58 [IC95%=0,31-1,09], P=0,093 versus FCN1*3C1 P=0,313) (Tabela 13).   
A associação de suscetibilidade do haplótipo *2B (TGGCCG) excluindo 
mulheres com *2B2 (TGACTA) (OR=14,1 [IC95%=1,6-124,4], P=0,017) é 
independente do haplótipo FCN2*AGA, que continua associado com proteção à 
hanseníase (OR=0,16 [IC95%=0,04-0,66], P=0,011). Foi observada associação 
independente entre o haplótipo *2B (TGGCCG) (OR=4,13 [IC95%=1,23-13,8], 
P=0,021) e o haplótipo FCN2*AGA, que permanece associado com proteção à 
hanseníase (OR=0,20 [IC95%=0,06-0,73], P=0,015). Resultados similares foram 
observados em hemizigotos, homozigotos e heterozigotos compostos *2B 
(TGGCCG)/*1 (TCGCCG) e FCN2*AGA (OR=3,43 [IC95%=1,53-7,68], P=0,003 
versus FCN2*AGA P=0,009). Não foi observada associação entre os haplótipos 










TABELA 13 - ASSOCIAÇÃO DOS HAPLÓTIPOS DO GENE VSIG4 COM RELAÇÃO AOS 
POLIMORFISMOS DOS GENES FCN1 E FCN2 NA POPULAÇÃO DE CURITIBA 
 
LEGENDA: n.s. = não significativo; n.a. = não aplicável. 
NOTA: significativo se P<0,05; em destaque (negrito) = associação encontrada após correção. *A 
associação prévia com FCN1*3C1 (OR= 0,243 [IC95%= 0,083-0,71], P = 0,003) foi perdida; 
**a associação prévia com FCN2*AGA: OR=0,13 [IC95%=0,03-0,43], P<0,001 permaneceu. 
Análise de regressão logística realizada com o programa estatístico STATA versão 9.2. 
FONTE: * BOLDT et al., 2013b; **MESSIAS-REASON et al., 2009. 
 
 
4.9 ASSOCIAÇÃO DO GENE VSIG4 COM HANSENÍASE E COINFECÇÃO PELO VÍRUS 
HBV NA POPULAÇÃO DE CURITIBA 
 
 
Na população de Curitiba, os genótipos com *2B (TGGCCG), mas sem *2B2 
(TGACTA) (no caso das mulheres) estão associados com suscetibilidade à 
coinfecção hanseníase e hepatite B (OR=14,2 [IC95%=3,70-54,41], P <0,001).  A 
associação de suscetibilidade a hanseníase que era uma tendência pela 
presença/ausência do haplótipo TGGCGC, foi significativa considerando todos os 
controles como HBV negativos (OR=4,61 [IC95%=1,74-12,21], P=0,002). Não foi 
 VSIG4  FCN1*3C1* 
Haplótipo P OR [IC95%]  P OR [IC95%] 
*2B (TGGCCG) excluindo 
mulheres heterozigotas com *2B2 
(TGACTA)  
0,054 4,73 [0,97-23,01]  0,373 0,56 [0,15-1,99] 
*2B ou *1 (TGGCCG ouTGCCG) 
*2B/1* (TGGCCG/TCGCCG) 
0,079 1,79 [0,93-3,43]  0,301 0,51 [0,14-1,83] 
*2B2 (TGACTA)  0,093 0,58 [0,31-1,09]  0,313 0,52 [0,14-1,86] 
 VSIG4  FCN2*AGA** 
Haplótipo P OR [IC95%]  P OR [IC95%] 
*2B (TGGCCG), excluindo 
mulheres heterozigotas com *2B2 
(TGACTA)  
0,017 14,1 [1,6-124,4]  0,011 0,16 [0,04-0,66] 
*2B (TGGCCG)  0,021 4,13 [1,23-13,8]  0,015 0,20 [0,06-0,73] 
*1 (TCGCCG)  0,024 2,19 [1,11-4,31]  0,018 0,22 [0,06-0,77] 
*2B (TGGCCG)  
*2B/*1 (TGGCCG/TCGCCG) 
0,003 3,43 [1,53-7,68]  0,009 0,17 [0,04-0,64] 
*2B2 (TGACTA)  n.s. n.a.  n.a. n.a. 
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observada associação com *1 (TCGCCG) isoladamente, entretanto a associação 
ocorreu com TGCGGC ou *1 (TCGCCG) (OR=2,76 [IC95%=1,37-5,59], P=0,005) 
(Tabela 14). 
Foi observada associação protetora com o haplótipo *2B2 (TGACTA) e 
coinfecção hanseníase e hepatite B (OR=0,40 [IC95%=0,2-0,81], P=0,011) (Tabela 
14). 
 
TABELA 14 - ASSOCIAÇÃO DOS HAPLÓTIPOS DO GENE VSIG4 COM HANSENÍASE E 
COINFECÇÃO PELO HBV EM CURITIBA 
 
 
NOTA: Número de amostras = 177 controles HBV negativo; 185 pacientes, 111 HBV negativo e 74 
HBV positivo. Critério para HBV positivo: reagente para HBsAg somente ou reagente para 
anti-HBc e anti-HBs . Análise de regressão logística realizada com o programa estatístico 

















Haplótipo P OR [IC95%] 
Associação com suscetibilidade à coinfecção 
*2B (TGGCCG) excluindo mulheres  
heterozigotas com *2B2 (TGACTA) 
 < 0,001  14,2 [3,70-54,41] 
Presença ou ausência de *2B (TGGCCG) e 
controles HBV negativos 
0,002  4,61 [1,74-12,21] 
*1 ou *2B (TCGCCG ou TGGCCG) 0,005 2,76 [1,37-5,59] 
Associação com proteção à coinfecção  





A hanseníase é uma doença neglicenciada e mesmo com o advento do 
poliquimioterapia, continua sendo um grave problema de saúde pública em muitos 
países, inclusive o Brasil. A doença tem um forte estigma psicológico para os 
pacientes, podendo incapacitá-los fisicamente. No Brasil, mais de 30.000 casos 
foram diagnosticados no ano de 2013 com coeficiente de prevalência igual a 1,42 
casos/10 mil hab (BRASIL, 2014). Neste estudo, foram incluídos controles e 
pacientes de duas populações distintas, um grupo de Curitiba-PR e região 
metropolitana, localizada na Região Sul, onde observa-se uma prevalência de 0,9 
casos/10 mil hab, e outro grupo do município de Sinop, localizado no estado do MT 
(Região Centro-Oeste) que tem a maior prevalência de hanseníase no País (9,03 
casos/10 mil hab) (BRASIL, 2014).    
A compreensão da história natural da hanseníase continua sendo um grande 
desafio. O M. leprae não se multiplica in vitro, o que dificulta a elucidação dos 
mecanismos de evasão do sistema imune. Por outro lado, estudos de associação 
têm demonstrado a participação de diversos polimorfismos gênicos na 
suscetibilidade à doença e progressão para suas formas clínicas distintas. Há relatos 
na literatura de associação com os genes HLA, PARK2 e PACRG, genes que 
codificam citocinas (LTα, TNFα, IL-10) e genes que codificam proteínas do 
complemento (MBL, FCN, MASP) (FITNESS et al., 2004; MIRA et al.; 2004; ZHANG 
et al., 2009, 2013; HAGGE et al., 2009; MESSIAS-REASON et al., 2007, 2009; 
SAPKOTA et al., 2010; BOLDT et al., 2013a, 2013b).  
A resposta imune do hospedeiro contra o M. leprae é um fator determinante 
no desenvolvimento da doença. A grande maioria dos indivíduos são resistentes à 
hanseníase e os indivíduos suscetíveis podem desenvolver duas formas clínicas 
polares, a tuberculoide, com resposta imune tipo Th1, ou a forma mais grave 
virchowiana, com resposta imune tipo Th2 (MODLIN, 1994; MISCH, 2010). 
O M. leprae necessita de células viáveis para se estabelecer no hospedeiro. 
As células alvo do bacilo são macrófagos e células de Schwann. O reconhecimento 
e fagocitose do M. leprae pelos macrófagos é essencial para o início do processo 
infeccioso. Sabe-se que os macrófagos reconhecem os bacilos opsonizados com 
C3b através de receptores de complemento CR1, CR3 e CR4 (SCHLESINGER; 
HORWITZ, 1990). O mais recentemente descrito receptor de complemento CRIg, 
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codificado pelo gene VSIG4 também apresenta características de se ligar a 
patógenos opsonizados por C3 mediando a sua fagocitose. O CRIg é expresso em 
macrófagos, pele e tecido nervoso periférico, e poderia portanto estar envolvido no 
reconhecimento do M. leprae (LONSDALE et. al., 2013). 
Este é primeiro estudo investigando uma possível associação de 
polimorfismos do gene VSIG4, com uma doença. Neste estudo pioneiro, foram 
investigadas duas populações geneticamente distintas de pacientes com hanseníase 
e controles provenientes de Curitiba-PR e Sinop-MT. As associações com 
hanseníase encontradas em Curitiba e replicadas em Sinop demonstram um 
resultado consistente. 
Foram genotipados seis SNPs, dos quais quatro são marcadores de blocos 
haplotípicos do gene VSIG4, (em negrito): dois localizados no promotor (rs2284705, 
rs5964489), um no intron 1 (rs5964488), um no exon 2 (rs34581041) e outro no 
intron 3 (rs5964487, rs9887348).  
As frequências dos SNPs obtidas foram comparadas aos do projeto 1000 
Genomes. Houve homogeneidade na distribuição das frequências dos alelos entre 
os grupos de eurodescendentes e entre os de afrodescendentes, investigados no 
presente trabalho e no Projeto 1000 Genomes (THE 1000 GENOMES PROJECT 
CONSORTIUM, 2012). 
A partir dos seis SNPs genotipados, foram construídos nove haplótipos de 
acordo com a frequência dos mesmos, observada por PCR-SSP. Os haplótipos mais 
frequentes nas populações de Curitiba e Sinop foram *2B2 (TGACTA), *1 
(TCGCCG) e *2B (TGGCCG). Até o momento, as frequências destes haplótipos não 
haviam sido investigadas em estudo de genética de populações.  
A sequência de passos mutacionais dos haplótipos do gene VSIG4 foi 
baseada supondo-se o haplótipo *1 (TCGCCG) como ancestral africano – uma vez 
que os alelos deste haplótipo são os mais comuns nas populações africanas 
investigadas, originado os haplótipos *2B (TGGCCG), TGGCTA, *2B2 (TGACTA) e 
TCGTCG. Os haplótipos *1.2B2A (TCGCTA) e *2B2.1 (TGACCG) provavelmente 
foram formados após a recombinação gênica entre os haplótipos comuns *2B2 
(TGACTA) e *1 (TCGCCG). A mais provável origem do haplótipo *2B2.1 (TGACCG) 




O haplótipo mais comum *2B2 (TGACTA) foi associado com proteção à 
hanseníase na população total (homens e mulheres) de Curitiba (OR=0,52 
[IC95%=0,28-0,96], P=0,038) e de Sinop (OR=0,47 [IC95%=0,26-0,85], P=0,012). 
Esse efeito protetor se repetiu em homens (OR=0,43 [IC95%=0,21-0,88], P=0,022) e 
homens jovens (18 a 40 anos) (OR=0,21 [IC95%=0,06-0,66], P=0,008) de Curitiba e, 
em mulheres (OR=0,26 [IC95%=0,10-0,67], P=0,006), mulheres com mais de 40 
anos (OR=0,2 [IC95%=0,05-0,76], P=0,019) de Sinop. Nos pacientes de Sinop a 
associação protetora ocorreu como uma tendência na forma clínica virchowiana 
(OR=0,46 [IC95%=0,19-1,10], P=0,082). Os resultados discrepantes observados 
entre os subgrupos divididos por sexo e faixa etária, de Curitiba e Sinop, devem-se a 
um possível viés no tamanho amostral, e não a uma associação restrita a um dos 
sexos ou a uma certa faixa etária. Portanto, esse efeito ainda deve ser confirmado 
por aumento da amostragem.  Entretanto, considerando-se a população total dos 
pacientes, conclui-se que o haplótipo *2B2 (TGACTA) está associado com proteção 
à hanseníase tanto no Sul, quanto no Centro-Oeste brasileiro.  
Houve uma tendência para associação entre o haplótipo *2B (TGGCCG) 
com suscetibilidade à hanseníase em Curitiba (OR=2,52 [IC95%=0,95-6,62], 
P=0,061) e Sinop (OR=1,6 [IC95%=0,98-2,61], P=0,060). Essa tendência foi 
confirmada em homens de Curitiba (OR=4,8 [IC95%=0,90-26,06], P=0,066). Em 
mulheres (OR=3,69 [IC95%=1,48-9,20], P=0,005) e mulheres com mais de 40 anos 
(OR=3,86 [IC95%=1,29-11,52], P=0,015) de Sinop foi confirmada, de fato, 
associação com suscetibilidade à hanseníase. O mesmo tipo de associação foi 
observada em Curitiba, ao analisar-se indivíduos portando *2B (TGGCCG), mas não 
*2B2 (TGACTA) (OR=4,81 [IC95%=1,04-22,25], P=0,045), hemizigotos e 
homozigotas *2B (TGGCCG) ou *1 (TCGCCG) e heterozigotas compostas *2B 
(TGGCCG)/*1 (TCGCCG) (OR=5,57 [IC95%=1,15-27,06], P=0,033), e apenas 
homens com *1 (TCGCCG) ou *2B (TGGCCG) (OR=2,17 [IC95%=1,11-4,24], 
P=0,024), especialmente homens jovens (OR=3,42 [IC95%=1,05-11,13], P=0,041). 
Esses dois últimos haplótipos, que diferem apenas na posição -685 do promotor, 
também foram associados com a forma clínica virchowiana em Sinop (OR=2,65 
[IC95%=1,05-6,69], P=0,038). Novamente, os resultados discrepantes observados 
entre os subgrupos divididos por sexo e faixa etária, de Curitiba e Sinop, 
provavelmente devem-se a um viés amostral. Avaliando-se esses resultados em 
conjunto, é possível sugerir que hemizigotos, homozigotas e heterozigotas 
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compostas, portando os haplótipos *2B (TGGCCG) e *1 (TCGCCG), apresentam um 
aumento de dois a quatro vezes no risco de desenvolvimento de hanseníase, tanto 
no Sul, quanto no Centro-Oeste brasileiros.  
A associação propriamente dita se deu com os polimorfismos investigados 
no intron 1 (g.11199A>G)  e no intron 3 (g.15364T>C ; g.16029A>G), que ocorrem 
em forte desequilíbrio de ligação, fato que dificulta a identificação do alelo causal. A 
associação protetora ocorreu com ATA, e a de suscetibilidade com GCG. Os SNPs 
destes haplótipos emolduram o exon 3 alternativo, que codifica o domínio IgC2 
presente nas variantes VSIG4-001 e VSIG4-201.  
VSIG4, assim como a maioria dos genes de eucariotos é transcrito como 
precursor contendo longos seguimentos de introns que são removidos no 
processamento do pré-mRNA para a produção do mRNA maduro. Os sítios 
silenciadores de splicing de exon (ESS) são reconhecidos por proteínas repressoras 
que impedem o acesso aos sítios de processamento da sequência, aumentando a 
probabilidade de que uma determinada sequência seja incluída como exon (WANG 
et al., 2004). Portanto, é possível que os SNPs associados à doença, estejam 
interferindo na regulação do processamento alternativo do pré-mRNA, aumentando 
a produção de um tipo de isoforma, em detrimento de outro. De fato, por meio de 
análise in silico, observamos que o alelo C do SNP rs5964487 e o alelo G do SNP 
rs9887348, ambos no intron 3, provavelmente anulam o reconhecimento de um sítio 
de processamento do pré-mRNA. Se um ESS é destruído, caso da mutação CG no 
intron 3, aumenta a probabilidade de que o exon 3 seja tratado como intron e não 
seja incluído no mRNA maduro (DESMET et al., 2009). De fato, há indícios que a 
substituição T>C na posição +10.234 (rs5964487) do gene VSIG4, altera 
significativamente o reconhecimento deste sítio pela proteína repressora Yin Yang 1 
(YY1), afetando a remoção do intron 3 (BIANCHI et al., 2013; WARD; KELLIS, 
2012). Não há destruição de ESS para o SNP investigado no intron 1, e 
possivelmente, a associação encontrada ATA e CGC sugere que a associação com 
o rs5964488 deve-se a um efeito carona com os SNPs do intron 3. É provável que o 
TA promova a inclusão do exon 3 e, o GC, a exclusão. Portanto, é possível que as 
isoformas com o domínio IgC2, codificadas pelas variantes gênicas VSIG4-001 e 
VSIG4-201, tenham efeito protetor na hanseníase, e que a isoforma principal VSIG4-
003, aumente a suscetibilidade a doença.  
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A variante VSIG4-201 codifica uma proteína CRIg contendo 321 
aminoácidos com uma região C-terminal mais curta em relação à variante VSIG4-
001 (CRIg-L, 399 aa), decorrente da não tradução do exon 8. As três variantes 
VSIG4-001, VSIG4-003 e VSIG4-201 expressam o domínio IgV do CRIg, enquanto 
que o domínio IgC2 está presente nas isoformas VSIG4-001 e VSIG4-201, mas 
ausente na isoforma principal VSIG4-003. O domínio IgV tem a função de 
reconhecimento do patógeno opsonizado por C3b, entretanto a função do domínio 
IgC2 ainda necessita ser esclarecida (CUNNINGHAM et al., 2015; HE et al., 2008; 
HELMY et al., 2006; WIESMANN et al., 2006). O haplótipo TA (intron 3, 
g.15364T>C ; g.16029A>G), associado com proteção à hanseníase, provavelmente 
promove a inclusão do domínio IgC2. Embora a função deste domínio ainda não 
esteja devidamente esclarecida (HELMY et al., 2006; WIESMANN et al.,2006; HE et 
al., 2008), a presença de IgC2 possivelmente favoreça uma resposta do tipo Th1 e a 
interação do domínio intracelular do CRIg com o canal intracelular 3 de cloretos 
(CLIC3), essencial para a eliminação de bactérias intracelulares (KIM et al., 2013). A 
variante VSIG4-201 expressa uma proteína com domínio intracelular mais curto 
devido a não tradução do exon 8, o que poderia interferir nessa interação com o 
canal CLIC3. Por outro lado, a isoforma principal VSIG4-003 (CRIg-S), que não 
expressa IgC2, poderia inibir a produção de IL-2, IFN- e diminuir a resposta de 
células TCD8+, contribuindo para a proliferação do parasita. Estudos 
complementares devem ser realizados para avaliar os polimorfismos do gene VSIG4 
e seus produtos gênicos, incluindo o exon 8, na tentativa de elucidar os mecanismos 
intracelulares envolvidos na eliminação do M. leprae. 
A substituição do aminoácido arginina por triptofano na posição 108 da 
proteína CRIg (R108W), devido o polimorfismo rs34581041 no exon 2, é 
potencialmente deletéria, afetando a função da isoforma VSIG4 – 003 (KUMAR et 
al., 2009). No presente estudo, este polimorfismo foi observado em heterozigotos 
controles (0,5%) e pacientes (0,9%) euro-brasileiros da Região Sul, porém não foi 
associado com hanseníase. 
Boldt e colaboradores (2013b) demonstraram que o haplótipo FCN1*3C1 do 
gene FCN1 está associado com proteção à hanseníase (OR= 0,243 [IC95%= 0,083-
0,71], P = 0,003), similar ao observado com o haplótipo FCN2*AGA do gene FCN2 
(OR=0,13 [IC95%=0,03-0,43], P<0,001) (MESSIAS-REASON et al., 2009). As 
associações encontradas com o gene VSIG4, após correção pela presença/ausência 
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do polimorfismo FCN1*3C1 do gene FCN1, permaneceram com uma tendência, 
enquanto a associação protetora de FCN1*3C1 foi perdida. Esse efeito foi 
observado com *2B (TGGCCG) e ausência de *2B2 (TGACTA) (OR=4,73 
[IC95%=0,97-23,01], P=0,054 versus FCN1*3C1, P=0,373), com *2B (TGGCCG) 
e/ou *1 (TCGCCG) (OR= 1,79 [IC95%=0,93-3,43], P=0,079 versus FCN1*3C1 
P=0,301), e com o efeito protetor de *2B2 (TGACTA) (OR= 0,58 [IC95%=0,31-1,09], 
P=0,093 versus FCN1*3C1, P=0,313).  
As associações encontradas com o gene VSIG4, após correção pela 
presença/ausência do polimorfismo FCN2*AGA do gene FCN2, demonstraram uma 
associação independente. Esse efeito foi observado com o haplótipos associados 
com suscetibilidade *2B (TGGCCG) excluindo mulheres com *2B2 (TGACTA) 
(OR=14,1 [IC95%=1,6-124,4], P=0,017 versus FCN2*AGA, OR=0,16 [IC95%=0,04-
0,66], P=0,011), *2B (TGGCCG) (OR=4,13 [IC95%=1,23-13,8], P=0,021 versus 
FCN2*AGA, OR=0,20 [IC95%=0,06-0,73], P=0,015), e *2B (TGGCCG) e/ou *1 
(TCGCCG) (OR=3,43 [IC95%=1,53-7,68], P=0,003 versus FCN2*AGA P=0,009). 
Não foi observada associação entre os haplótipos *2B2 (TGACTA) e FCN2*AGA.  
Estes resultados sugerem que os efeitos de suscetibilidade dos haplótipos *2B 
(TGGCCG)/*1 (TCGCCG), e de proteção do haplótipo *2B2 (TGACTA), sobrepõem-
se ao efeito protetor do FCN1*3C1. Por outro lado, as associações de 
suscetibilidade dos polimorfismos de VSIG4 são independentes do efeito protetor de 
FCN2*AGA. 
A associação da hanseníase com coinfecção pelo HBV foi demonstrada 
anteriormente (P=0,017) (revisado por LEITÃO et al., 2014). Neste estudo os 
genótipos de VSIG4 *2B (TGGCCG), mas sem *2B2 (TGACTA) (OR=14,2 
[IC95%=3,70-54,41], P <0,001), presença/ausência de TGGCGC, considerando 
todos os controles como HBV negativos (OR=4,61 [IC95%=1,74-12,21], P=0,002), e 
TGCGGC ou *1 (TCGCCG) (OR=2,76 [IC95%=1,37-5,59], P=0,005), foram 
associados com suscetibilidade à coinfecção hanseníase e hepatite B. Foi 
observada associação protetora com o haplótipo *2B2 (TGACTA) e coinfecção 
hanseníase e hepatite B (OR=0,40 [IC95%=0,2-0,81], P=0,011). Um estudo 
realizado em pacientes com hepatite B crônica demonstrou que as células T mantém 
sua função antiviral contra o HBV pela diminuição da expressão do CRIg (GUO et 
al., 2010). Portanto, é possível que os polimorfismos de VSIG4 associados com 
90 
 
proteção contra a hanseníase, possam alterar a expressão do CRIg em macrófagos, 
protegendo também contra a coinfecção pelo vírus HBV.  
Concluindo, o presente estudo é o primeiro a avaliar os polimorfismos de 
VSIG4 e associação com doenças. Os haplótipos ATA e GCG do gene VSIG4 estão 
associados respectivamente, com proteção e suscetibilidade à hanseníase e 
coinfecção hanseníase-hepatite B, independentemente de polimorfismos 
previamente associados ao gene FCN2, cujo produto é capaz de iniciar a cascata do 
complemento e causar a opsonização da micobactéria. Estudos complementares 
com maior número de indivíduos, dos polimorfismos estudados e seus produtos 
gênicos, incluindo as formas variantes de CRIg, devem elucidar as diferenças entre 
as populações estudadas e a importância do gene VSIG4 na hanseníase, o que 






































 As técnicas de tipagens por PCR-SSP foram otimizadas com sucesso para a 
pesquisa dos SNPs na região promotora, intron 1, exon 2 e intron 3 do gene 
VSIG4; 
 A distribuição dos SNPs é homogênea com a observada na população 
europeia; 
 Dentre os nove haplótipos identificados, VSIG4*1 (TCGCCG) é 
provavelmente o ancestral, sendo que quatro passos mutacionais originaram 
os haplótipos mais comuns e recombinações gênicas originaram os 
haplótipos raros; 
 A associação ocorreu com os polimorfismos investigados no intron 1 
(g.11199A>G) e no intron 3 (g.15364T>C; g.16029A>G), que ocorrem em 
forte desequilíbrio de ligação. A associação protetora ocorreu com ATA, e 
houve tendência à suscetibilidade com GCG; 
 Essa associação foi replicada em Sinop-MT. Nesta população também houve 
associação similar com a forma clínica virchowiana; 
 É provável que o TA (intron 3, g.15364T>C ; g.16029A>G) promova a 
inclusão do exon 3 e, o GC, a exclusão, sugerindo que  as isoformas com o 
IgC2, VSIG4-001 e VSIG4-201, tenham efeito protetor na hanseníase, e a 
isoforma principal VSIG4-003, aumente a suscetibilidade;  
 Os efeitos de suscetibilidade dos haplótipos *2B (TGGCCG) e *1 (TCGCCG), 
e de proteção do haplótipo *2B2 (TGACTA), sobrepõem-se ao efeito protetor 
do FCN1*3C1; 
 As associações de suscetibilidade dos polimorfismos de VSIG4 são 
independentes do efeito protetor de FCN2*AGA; 
 Os haplótipos *2B (TGGCCG) excluindo mulheres com *2B2 (TGACTA), e 
*2B (TGGCCG) ou *1 (TCGCCG), foram associados com suscetibilidade e o 
haplótipo *2B2 (TGACTA) com proteção à coinfecção hanseníase e HBV; 
 Esses resultados sugerem que polimorfismos de VSIG4, bem como suas 
isoformas, influenciam a suscetibilidade à infecção pelo M. leprae e 
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ANEXO I – TERMO DE APROVAÇÃO DO COMITE DE ÉTICA DO SETOR DE 
CIÊNCIAS DA SAÚDE – UFPR - PARCECER CONSUBSTANCIADO Nº 
218.104 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO  
PARANÁ - SETOR DE  
CIÊNCIAS DA SAÚDE/ SCS- 
 
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 
 
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 
Título da Pesquisa:Influência da variabilidade gênica nos receptores de complemento na 
hanseníase. 





Instituição Proponente: Programa de Pós Graduação em Ciências Farmacêuticas 
Patrocinador Principal: Financiamento Próprio 
DADOS DO PARECER 
Número do Parecer: 218.104 
 
Data da Relatoria: 13/03/2013 
Apresentação do Projeto: 
 
INFLUÊNCIA DA VARIABILIDADE GÊNICA NOS 
RECEPTORES DE COMPLEMENTO NA HANSENÍASE 
 
Doutorando: Sérvio Túlio Stinghen 
 
Orientadora: Profa. Dra Iara José de Messias-Reason 
Co-orientadora: Dra Angelica Beate Winter Boldt 
 
Trata-se de projeto de pesquisa visando tese de doutorado, no qual os autores pretendem 
estudar polimorfismos genéticos de receptores para o sistema complemento e associação 
com a hanseníase 
Objetivo da Pesquisa: 
 
OBJETIVO GERAL - Estudar polimorfismos de uma única base (SNPs) e haplótipos dos 
genes que codificam os receptores de complemento e verificar sua influência na 
hanseníase. 
 
Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
 
Riscos: baixo risco relacionado à coleta de sangue venoso periférico, que pode acarretar dor, 
hematoma e edema. Os pesquisadores informam que em caso de alguma complicação maior, 
cuidarão para que o paciente seja atendido por profissional de saúde ou, quando necessário, por uma 
equipe multiprofissional de saúde, sendo o atendimento gratuito. 
 
Benefícios: a compreensão dos mecanismos poderá vir a contribuir para a terapêutica e prevenção 
dessa doença. 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
 
Sendo a hanseníase uma doença importante do ponto de vista da saúde pública, a pesquisa em tela 
se reveste de relevância. Para o estudo in vitro os autores se propõem a estudar 300 amostras de 
pacientes com diagnóstico clínico-laboratorial de hanseníase e 300 amostras de doadores voluntários 
de sangue saudáveis (grupo controle). Os pacientes serão aqueles portadores de hanseníase 
atendidos no Serviço de Dermatologia do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná 
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(HC-UFPR) e no Centro Regional de Especialidades Metropolitano - CRE METROPOLITANO. As 
amostras do grupo controle serão coletadas no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Paraná - 
HEMEPAR. Os indivíduos das amostras deverão ter idade igual ou superior a 18 anos e serão 
pareados por sexo e idade. As amostras serão obtidas pela coleta de 5 ml de sangue venoso 
periférico com anticoagulante etilenodiaminotetracético (EDTA). As amostras dos pacientes com 
hanseníase serão obtidas no Serviço de Dermatologia do HC ¿ UFPR e no Centro Regional de 
Especialidades Metropolitano ¿ CRE METROPOLITANO. As amostras do grupo 
 
controle serão obtidas no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Paraná ¿ HEMEPAR. Os testes 
laboratoriais (parte prática) serão realizados no Laboratório de Imunopatologia Molecular do HC ¿ 
UFPR. Das amostras, serão utilizados os macrófagos para infecção in vitro e análise da expressão e 
bloqueio dos receptores sob estudo. 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 
 
Constam as anuências dos serviços envolvidos (CRE Metropolitano, Serviço de Dermatologia da 
UFPR e Hemepar) e demais documentos exigidos por este CEP. A análise de mérito consta da ata 
de aprovação do projeto em reunião do Colegiado do Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Farmacêuticas, datada de 2010. 
Recomendações: 
 
Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatórios semestrais sobre o andamento da 
pesquisa, bem como informações relativas às modificações do protocolo, cancelamento, 
encerramento e destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: 
NOTIFICAÇÃO. 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 
 
Pendências atendidas, o projeto está aprovado. 
 
É obrigatório retirar na secretaria do CEP/SD uma cópia do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido com carimbo onde constará data de aprovação por este CEP/SD, o qual será 
reproduzido para aplicar junto ao participante da pesquisa. O TCLE deverá conter duas vias, uma 
ficará com o pesquisador e uma cópia ficará com o participante da pesquisa, tanto o participante 
como o pesquisador deverão rubricar todas as páginas do TCLE, opondo assinaturas na última 
página do referido Termo (Carta Circular nº. 003/2011CONEP/CNS); 
Situação do Parecer:  
Aprovado 
Necessita Apreciação da CONEP:  
Não 
Considerações Finais a critério do CEP:  
Foi anexada a declaração final modelo CONEP, onde o Co participante declara ter lido e concordar 
com o Parecer deste CEP/SD. 






  Endereço: Rua Padre Camargo, 280 
 Bairro:  2ª andar CEP:  80.060-240 
UF: PR Município: CURITIBA 
Telefone: (41)3360-7259 E-mail:  cometica.saude@ufpr.br 
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ANEXO II – TERMO DE APROVAÇÃO DO COMITE DE ÉTICA DO SETOR DE CIÊNCIAS 
DA SAÚDE – UFPR - PARCECER CONSUBSTANCIADO Nº 279.970 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO  
PARANÁ - SETOR DE  
CIÊNCIAS DA SAÚDE/ SCS - 
 
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 
 
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 
 
Título da Pesquisa:Influência da variabilidade gênica nos receptores de complemento na hanseníase. 
 






Instituição Proponente: Programa de Pós Graduação em Ciências Farmacêuticas 
 
Patrocinador Principal:  Financiamento Próprio 
 
DADOS DO PARECER 
 
Número do Parecer:  279.970 
 
Data da Relatoria: 22/05/2013 
 
Apresentação do Projeto: 
 
Influência da variabilidade gênica nos receptores de complemento na hanseníase. 
Pesquisador: Doutorando SÉRVIO TÚLIO STINGHEN. 
 
Trata-se de projeto de pesquisa visando tese de doutorado, no qual os autores pretendem estudar 
polimorfismos genéticos de receptores para o sistema complemento e associação com a hanseníase. 
 
Objetivo da Pesquisa: 
 
Estudar polimorfismos de uma única base (SNPs) e haplótipos dos genes que 
codificam os receptores de complemento e verificar sua influência na hanseníase. 
 
Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
 
Riscos: baixo risco relacionado à coleta de sangue venoso periférico, que 
 
pode acarretar dor, hematoma e edema. Os pesquisadores informam que em caso de alguma complicação 
maior, cuidarão para que o paciente seja atendido por profissional de saúde ou, quando necessário, por 
uma equipe multiprofissional de saúde, sendo o atendimento gratuito. 
 





UNIVERSIDADE FEDERAL DO  
PARANÁ - SETOR DE  
CIÊNCIAS DA SAÚDE/ SCS - 
 
 
Continuação do Parecer: 279.970 
 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
 
Trata-se de solicitação de emenda a protocolo de pesquisa previamente aprovado (em 13/03/2013). Os 
pesquisadores anexam ofício solicitando emenda incluindo o serviço Centro de referência em Hanseníase e 
Tuberculose da PM de Sinop, MT e justificam a inclusão por ser o estado do Mato Grosso o que apresenta 
maior prevalência/incidência de hanseníase no Brasil. 
 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 
 
Os autores anexam como nova documentação solicitação de adendo ao protocolo incluindo novo serviço 




Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatórios semestrais sobre o andamento da 
pesquisa,bem como informações relativas às modificações do protocolo, cancelamento, encerramento e 
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAÇÃO. 
 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 
 
Foi anexada a declaração final modelo CONEP, onde o Coparticipante declara ter lido e concordar com o 
Parecer deste CEP/SD. 
 
- É obrigatório retirar na secretaria do CEP/SD uma cópia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
com carimbo onde constará data de aprovação por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para 
aplicar junto ao participante da pesquisa. 
 
O TCLE deverá conter duas vias, uma ficará com o pesquisador e uma cópia ficará com o participante da 
pesquisa (Carta Circular nº. 003/2011CONEP/CNS). 










CURITIBA, 22 de Maio de 2013 
 
 
Assinador por: Claudia Seely Rocco 
(Coordenador) 
 
     Endereço: Rua Padre Camargo, 280  
Bairro:  2ª andar CEP:  80.060-240 
UF: PR Município: CURITIBA 













ANEXO IV – TCLE – GRUPO CONTROLE 
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